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Bioinformacijska analiza zunajcelične domene ADAM17 in priprava zapisov za njene skrajšane 
oblike 
Povzetek: ADAM17 je transmembranska metaloproteaza, ki sodeluje v mnogih fizioloških in 
patoloških procesih. Katalizira odcep ektodomene nekaterih drugih transmembranskih proteinov, kar 
je ponavadi začetna stopnja v regulirani intramembranski proteolizi. S tem posredno sodeluje pri 
celičnem signaliziranju. Poleg tega se lahko veže na integrin α5β1 in tako omogoča interakcije med 
celicami. Zunajcelična domena ADAM17 je v zreli obliki sestavljena iz katalitične, disintegrinske in 
obmembranske domene ter kratke C-končne regije CANDIS. Med njimi izstopata predvsem 
obmembranska domena, ki jo vsebuje tudi najbližji homolog ADAM10, in regija CANDIS, ki je 
edinstvena lastnost tega encima. Regulacija aktivnosti ADAM17 je kompleksna, pri njej pa so 
pomembne tudi posamezne domene oz. njihova konformacija, ki se tekom življenjske dobe proteina 
spreminja. ADAM17 obstaja v dveh oblikah: odprti, aktivni, in zaprti, neaktivni. Da bi dobili vpogled 
v strukturo ADAM17, ki sicer ni znana, in v interakcijo s substratom EpCAM, smo s programi za 
napovedovanje struktur najprej naredili modele celotne zunajcelične domene in treh njenih skrajšanih 
oblik: CAT (vsebuje katalitično domeno), CAT-DIS (vsebuje katalitično in disintegrinsko domeno) in 
CAT-DIS-MPD (vsebuje katalitično, disintegrinsko in obmembransko domeno). S programi za 
molekulsko umeščanje smo ugotovili, da se lahko EpCAM na ADAM17 veže tudi, ko je ADAM17 v 
zaprti obliki, in da fleksibilna zanka na EpCAM ne vpliva na vezavo. Rezultati kažejo tudi, da 
predstavlja regija CANDIS pomemben strukturni regulatorni element, ki v zaprti obliki ADAM17 
prepreči katalizo, saj se orientira tako, da aktivnemu mestu na ADAM17 ovira dostop do cepitvenega 
mesta na EpCAM. 
 
Ključne besede: ADAM17, zunajcelična domena, EpCAM, odcep ektodomene, regulacija encimske 
aktivnosti 
  
  
 
  
  
 
Bioinformatic analysis of the extracellular domain of ADAM17 and cloning of its truncated 
variants 
Abstract: ADAM17 is a transmembrane metalloprotease with a major role in numerous physiological 
and pathophysiological processes. It facilitates cell signalling by catalysing ectodomain shedding of 
various transmembrane substrates which is usually followed by regulated intramembrane proteolysis. 
It can also bind to α5β1-integrin and therefore support cell-cell interaction. The mature extracellular 
domain of ADAM17 consists of catalytic-, disintegrin- and membrane-proximal domain with 
additional short C-terminal region termed CANDIS. A homologous membrane-proximal domain can 
additionally only be found in ADAM10, the closest relative of ADAM17, while CANDIS is a unique 
ADAM17 feature. The regulation of ADAM17 activity is complex and the changing conformation of 
its domains represents its crucial part. ADAM17 exists either in active open form or inactive closed 
form. To gain insight in yet unknown structure of ADAM17 and its interaction with substrate 
EpCAM, we firstly used protein structure prediction programs to create models of the extracellular 
domain of ADAM17 and its truncated variants: CAT (including catalytical domain), CAT-DIS 
(including catalytical- and disintegrin domain) and CAT-DIS-MPD (including catalytical-, disintegrin- 
and membrane-proximal domain). By utilizing molecular docking programs, we showed that the 
interaction between EpCAM and ADAM17 can also occur when ADAM17 is in its closed form. 
Furthermore, the results also indicate that CANDIS is an essential structural regulatory element 
disabling ADAM17 closed form’s activity by obstructing interaction space for EpCAM binding.  
 
Keywords: ADAM17, extracellular domain, EpCAM, ectodomain shedding, regulation of enzyme 
activity 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
ATP adenozin trifosfat 
ak  aminokislina  
bp  bazni par 
C-konec karboksilni konec 
coPCR verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije 
dH2O  deionizirana voda 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DTT ditiotreitol 
dNTP  deoksiribonukleotid trifosfat 
EDTA etilendiaminotetraetanojska kislina 
EGF epidermalni rastni faktor 
EpCAM epitelijska celična aktivacijska molekula 
EpIC znotrajcelični del proteina EpCAM 
EpEX zunajcelični del proteina EpCAM 
His6 heksahistidinska oznaka 
IL-6Rα receptor interlevkina 6 
IL-1R2 receptor interlevkina 1 tipa II 
LB Luria-Bertani 
MPD obmembranska domena 
N-konec aminski konec 
nt nukleotid 
PCR  verižna reakcija s polimerazo 
RIP regulirana intramembranska proteoliza 
SLiCE ekstrakt za kloniranje z brezspojno ligacijo 
TAE tris-acetat-EDTA 
TNF faktor tumorske nekroze 
Tris 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 
w/v masna koncentracija 
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1 UVOD 
ADAM17 spada v družino proteinov ADAM, skupino encimov, ki se nahajajo na površini živalskih 
celic in katerih pomembna značilnost je prisotnost tako disintegrinske kot metaloproteazne domene. 
Od tod tudi izvirata njihova angleško poimenovanje (a disintegrin and metalloproteinase) in kratica1.  
1.1 Disintegrini 
Disintegrini so skupina proteinov iz kačjega strupa z majhno molekulsko maso (okrog 70 ak oz. 7–10 
kDa). Poleg disintegrinov, ki so samostojni enodomenski proteini, obstajajo tudi njim homologne 
disintegrinske domene, ki sestavljajo modularne proteine v mnogih organizmih. Interagirajo lahko z 
različnimi adhezijskimi molekulami, največkrat integrini, kar omogoča različne fiziološke ali 
patofiziološke procese (zbrano v ref. 2). Kačji disintegrini pri človeku inhibirajo agregacijo 
trombocitov in tako preprečijo uspešno hemostazo3, medtem ko je disintegrinska domena npr. sestavni 
del proteinov ADAM1. 
1.2 Metaloproteaze 
Metaloproteaze so encimi s proteolitično aktivnostjo, v katerih je v aktivnem mestu kot kofaktor 
dvovalenten kovinski ion, največkrat Zn2+, redkeje pa tudi Co2+, Mn2+ ali Ni2+. Ion je navadno 
koordiniran s stranskimi verigami treh aminokislinskih ostankov in v aktivni obliki še z molekulo 
vode, ki omogoča hidrolizo peptidne vezi. Aminokisline, ki lahko koordinirajo ion, so His, Glu, Asp in 
Lys. Metaloproteaza se sintetizira kot cimogen. V propeptidu se nahaja prost cisteinski ostanek, ki v 
neaktivni obliki namesto vode koordinira kovinski ion in s tem prepreči proteolitično aktivnost. Pri 
aktivaciji se propeptid odcepi in cisteinski ostanek nadomesti voda. Metaloproteaze so lahko 
samostojni enodomenski encimi ali pa so kot metaloproteazna domena vključeni v večje modularne 
proteine. Večina metaloproteaz je transmembranska in razgrajuje različne komponente zunajceličnega 
matriksa ter s tem sodeluje pri mnogih fizioloških procesih, npr. pri celični adheziji in migraciji, 
sproščanju citokinov, embrionalnem razvoju, sintezi celične stene idr. (zbrano v ref. 4).  
Večina metaloproteaz vsebuje ohranjeno zaporedje HExxHxxGxxH. Trije histidinski ostanki 
koordinirajo Zn2+, glutamatni ostanek pa je ključen za katalitično aktivnost. Vse take metaloproteaze 
imajo v bližini aktivnega mesta tudi metioninski obrat (angl. Met-turn), tj. zanko z ohranjenim 
metioninskim ostankom, ki je pomembna za stabilizacijo aktivnega mesta. Skupino takih 
metaloproteaz imenujemo metcinkini5, združuje pa štiri podskupine, in sicer matriksine oz. 
metaloproteaze matriksa, bakterijske seralizine, astacine in adamalizine oz. reprolizine. Med slednje 
spada tudi družina proteinov ADAM1 (slika 1.1). 
 2 
 
1.3 Družina proteinov ADAM 
Družina proteinov ADAM je skupina modularnih transmembranskih ali sekrecijskih proteaz. 
Strukturno so jim sorodne metaloproteaze v kačjem strupu oz. proteini SVMP (angl. snake venom 
metalloprotease), pa tudi proteini z dodatnim trombospondinskim motivom ADAMTS (angl. a 
disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motif). Omenjene tri družine skupaj sestavljajo 
adamlizinsko oz. reprolizinsko poddružino metaloproteaz (proteazna poddružina M12B v bazi 
podatkov MEROPS6) (slika 1.1).  
 
Slika 1.1: Shematski prikaz hierarhične uvrstitve metaloproteaz v nekatere podskupine. Odebeljeno so 
prikazane skupine, v katere spadajo encimi ADAM. 
 
V bazi MEROPS je trenutno klasificiranih 38 različnih predstavnikov družine proteinov ADAM iz 
različnih organizmov. Pri človeku je bilo do sedaj odkritih 24 genov ADAM, od tega so štirje 
psevdogeni. Izraža se tudi protein ADAMDEC-1, ki ima eno aminokislino v vezavnem mestu za cink 
v metaloproteazni domeni spremenjeno, sicer pa je homologen in funkcionalno soroden ostalim 
proteinom ADAM, zato ga nekateri uvrščajo v to družino7. Ustrezno je v podatkovni zbirki UniProt8 
ročno anotiranih 21 funkcionalnih človeških proteinov ADAM, nekateri od njih pa se zaradi 
alternativnega izrezovanja intronov izražajo v različnih oblikah. 
1.3.1 Biološka vloga 
Proteini ADAM se izražajo v mnogih tkivih in imajo raznovrstne biološke vloge. Te so posledica 
njihove fiziološke funkcije, ki vključuje predvsem njihov vpliv na celično adhezijo, migracijo celic in 
celično signaliziranje. Dokazana je njihova vloga pri plodnosti, sodelujejo namreč pri spermatogenezi 
in interakciji med spermijem in jajčecem. Poleg tega so pomembni pri odločanju o celični usodi v 
živčnem sistemu, migraciji celic, aksonskem vodenju in razvoju mišic, ključni pa so tudi pri različnih 
vidikih delovanja imunskega sistema. Napake v njihovem delovanju lahko pripomorejo k razvoju 
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različnih patoloških stanj, npr. raka, nevroloških bolezni (Alzheimerjeve bolezni), kardiovaskularnih 
bolezni, astme, različnih okužb in vnetja (zbrano v ref. 7). 
1.3.2 Zgradba 
Proteini ADAM so dolgi okoli 750 aminokislinskih ostankov in imajo ohranjeno modularno zgradbo. 
V splošnem so sestavljeni iz N-končnega signalnega peptida, prodomene, metaloproteazne domene, 
disintegrinske domene, s cisteini bogate domene, EGF-ju podobne domene, transmembranske domene 
in C-končnega citoplazemskega repa9 (slika 1.2). Od splošnega vzorca odstopajo proteini brez EGF-ju 
podobne domene (ADAM10 in ADAM17), nekateri pa so lahko zaradi alternativnega izrezovanja 
intronov tako v transmembranski kot sekrecijski obliki (npr. ADAM12)7. 
 
Slika 1.2: Modularna zgradba treh podskupin družine proteinov ADAM. Podskupine se razlikujejo v 
prisotnosti naslednjih domen: signalnega peptida (SIG), prodomene (PRO), metaloproteazne domene (MET), 
disintegrinske domene (DIS), s cisteini bogate domene (CYS), EGF-ju podobne domene (EGF), 
transmembranske domene (TM) in citosolnega repa (CIT). Našteti so vsi proteini, ki spadajo v določeno 
podskupino. Proteini, navedeni kot sekrecijski (brez TM in CIT), so lahko tudi v transmembranski obliki. 
 
1.3.3 Funkcija 
Od 21 človeških proteinov ADAM jih je 13 katalitično aktivnih, ostalih 8 pa ima vezavni motiv za 
cink v metaloproteazni domeni spremenjen tako, da ne omogoča proteolize, npr. nima ustreznih 
aminokislinskih ostankov za vezavo cinka. Pri proteolitično aktivnih proteinih ADAM 
metaloproteazno domeno imenujemo tudi katalitična domena.  
Proteini ADAM se lahko vežejo na druge proteine (slika 1.3A), najbolje pa je okarakterizirana njihova 
interakcija z integrini. Različni proteini ADAM se lahko vežejo na različne integrine. Vezava je lahko 
cis (na isti celici) ali trans (na drugi celici). 
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1.3.3.1 Katalitična aktivnost 
Proteolitično aktivni proteini ADAM s cepitvijo sosednjega transmembranskega proteina omogočajo 
sproščanje njegove ektodomene v zunajcelični prostor (slika 1.3B). Ta proces se imenuje odcep 
ektodomene oz. šedazna aktivnost (angl. ectodomain shedding), encimi, ki ga omogočajo, pa šedaze 
(angl. sheddase). Najštevilčnejši predstavniki te skupine so ravno proteini ADAM, kot prva šedaza pa 
je bil identificiran ADAM17 (ref. 10). Odcep ektodomene je ireverzibilen proces. Sledi mu lahko 
regulirana intramembranska proteoliza (RIP). Pri tem pride do nadaljnje proteolitske cepitve ostanka 
znotraj membrane. Tako se sprosti še znotrajcelični fragment in ta omogoča nadaljnje signaliziranje. 
Največkrat potuje v jedro in tam deluje kot transkripcijski faktor (slika 1.3B). Šedaze večinoma cepijo 
substrat na površini iste celice (cepitev cis), lahko pa tudi na površini sosednje (cepitev trans)11. 
 
Slika 1.3: Funkcija proteinov ADAM. A – Proteini ADAM se lahko vežejo na druge proteine. Možna je 
vezava cis (ni prikazana) ali trans. B – Proteolitično aktivni proteini ADAM katalizirajo odcep ektodomene 
svojih substratov (I). Možna je cepitev cis ali trans (ni prikazana). Temu lahko sledi regulirana intramembranska 
proteoliza (II), pri kateri se sprosti znotrajcelična domena. Ta ponavadi potuje v jedro, kjer deluje kot 
transkripcijski faktor. Slika je bila ustvarjena s programom BioRender.com. 
 
1.4 ADAM17 
ADAM17 je eden izmed najbolj raziskanih proteinov v družini ADAM in ena izmed najpomembnejših 
šedaz pri človeku. Prvič je bil opisan leta 1994, in sicer kot neznana metaloproteaza, ki cepi faktor 
tumorske nekroze alfa (TNFα)12, tri leta kasneje pa je bil v tej vlogi identificiran in poimenovan TACE 
(angl. tumor necrosis factor-α-converting enzyme)10. Posttranslacijsko nemodificiran ADAM17 je 
dolg 824 aminokislinskih ostankov, genski zapis zanj pa se nahaja na kromosomu 2p25. Je 
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transmembranski protein tipa 1. Izraža se v različnih tkivih in organih, med drugim v možganih, srcu, 
ledvicah in skeletnih mišicah. Stopnja njegovega izražanja se med razvojem spreminja.  
1.4.1 Funkcija in biološka vloga 
Vloge ADAM17 so raznovrstne in podobne tistim, ki jih imajo na splošno proteini družine ADAM. 
Do sedaj je najbolje raziskan njegov pomen pri razvoju, v imunskem sistemu in v centralnem živčevju. 
Povezan je z mnogimi različnimi patološkimi stanji, in sicer z vnetjem, luskavico, Alzheimerjevo 
boleznijo, multiplo sklerozo, rakom, aterosklerozo, s sladkorno boleznijo in drugimi (zbrano v ref. 13). 
Fiziološka funkcija ADAM17 je povezana z interakcijami z integrini in s sodelovanjem v RIP, ki se 
lahko začne prav z odcepom ektodomene substrata z ADAM17 (slika 1.3B).  
Pri ADAM17 je kot vezavni partner dokazan integrin α5β1 (ref. 14), ki omogoča interakcije med 
celicami, npr. med tumorskimi celicami in fibroblasti15. Precej bolje je raziskana njegova proteolizna 
aktivnost. Do sedaj je bilo namreč odkritih več kot 70 njegovih substratov. Ti pripadajo različnim 
skupinam transmembranskih proteinov, in sicer citokinom, rastnim faktorjem, receptorjem, 
adhezijskim molekulam in drugim16. Pri večini substratov je bila cepitev potrjena le in vitro. ADAM17 
cepi npr. TNFα, IL-6Rα (ref. 17), IL-1R2 (ref. 18) in EpCAM19 (epitelijska celična aktivacijska 
molekula). 
Da lahko ADAM17 izvaja šedazno aktivnost, mora biti aktiviran. Regulacija aktivacije ADAM17 je 
kompleksen in v veliki meri še neraziskan proces, pri njenem uravnavanju pa imajo pomembno vlogo 
različne domene.  
1.4.2 Struktura 
Od vseh človeških proteinov ADAM je ADAM17 najbolj podoben ADAM10. Njuni zaporedji sta 
29,41-odstotno identični, njuna modularna zgradba je skoraj enaka, prav tako pa delujeta na podoben 
način. Znana je tudi struktura celotne zunajcelične domene ADAM10 (ref. 20), zato pri raziskovanju 
strukture in funkcije ADAM17 služi kot primerna primerjava. 
ADAM10 in ADAM17 sta po svoji zgradbi edinstvena predstavnika družine ADAM. Nimata EGF-ju 
podobne domene, poleg tega se njuna struktura blizu membrane ključno razlikuje od strukture ostalih 
proteinov iz družine11, zato se za njuni domeni ob membrani namesto imena s cisteini bogata domena 
v zadnjem času uporablja izraz obmembranska domena (angl. membrane-proximal domain, MPD). 
ADAM17 vsebuje med obmembransko in transmembransko domeno še krajšo, med proteini ADAM 
unikatno, regijo CANDIS21. Nemodificiran ADAM17 torej sestavljajo signalni peptid, prodomena, 
metaloproteazna oz. katalitična domena, disintegrinska domena, obmembranska domena, regija 
CANDIS, transmembranska domena in citosolni rep (slika 1.4A).  
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Struktura zunajcelične domene ADAM10 in proteinom ADAM podobnih SVMP je po odcepu 
propeptida podobna obliki črke c, pri čemer disintegrinska domena zaokroženo povezuje katalitično 
domeno in C-končni del, tako da sta si oba konca prostorsko zelo blizu, hkrati pa sta tudi blizu celične 
membrane22 (slika 1.4B).  
 
Slika 1.4: Zgradba ADAM17. A – Zaporedje domen v posttranslacijsko nemodificiranem proteinu ADAM17: 
signalni peptid (SIG), prodomena (PRO), metaloproteazna oz. katalitična domena (MET/CAT), disintegrinska 
domena (DIS), obmembranska domena (MPD), regija CANDIS, transmembranska domena (TM) in citosolni rep 
(CIT). B – Pričakovana zgradba proteina ADAM17 v obliki črke c, kot se izraža na površini celice. V celotnem 
diplomskem delu je za prikaz domen ADAM17 uporabljena ista barvna shema.  
 
1.4.2.1 Domene 
Prodomena deluje kot inhibitor ADAM17 med prehodom iz endoplazemskega retikuluma v Golgijev 
aparat. Vsebuje ohranjen motiv cisteinskega stikala, pri čemer se cisteinski ostanek veže na Zn2+, da je 
katalitična aktivnost onemogočena. Cisteinsko stikalo ni edini motiv znotraj prodomene, ki povzroči 
začetno inhibicijo ADAM17 (ref. 23). Prodomena deluje tudi kot zaščita pred znotrajcelično 
avtoproteolizo proteina in ima tudi lastnosti šaperona24. Prodomeno v trans-Golgijevem omrežju 
odcepi proprotein konvertaza furin25. 
Katalitična oz. metaloproteazna domena ADAM17 vsebuje za metaloproteaze tipičen ohranjen 
motiv za vezavo cinka in značilen metioninski obrat 1,4 (slika 1.5). Zn2+ torej koordinirajo trije 
histidinski ostanki in molekula vode, ki po vezavi substrata deluje kot nukleofil. Glutamatni ostanek v 
aktivnem mestu deluje kot baza, ki vodi odvzame proton, da nastane bolj reaktiven hidroksilni ion, ta 
pa napade karbonilni ogljik v peptidni vezi substrata. Specifičnost pri cepitvi substrata določajo mesta 
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P1–P3 in P1'–P3', še najpomembnejše pa je mesto P1', ki ga preferenčno zaseda Val26. Znana je 
struktura samostojne katalitične domene27. 
 
Slika 1.5: Katalitična domena ADAM17. Prikazani so His (modro), ki koordinirajo ion Zn2+, Glu (zeleno), ki 
sodeluje pri katalizi, in metioninski obrat z ohranjenim Met (rožnato) (PDB: 1BKC). Slike s strukturami 
polipeptidnih verig so bile ustvarjene s programom UCSF Chimera28. 
 
Disintegrinska domena ADAM17 se od klasičnih disintegrinov oz. disintegrinskih domen razlikuje v 
tem, da ima na zanki za vezavo na integrine, stabilizirani z disulfidnimi vezmi, vezavni motiv RGD 
namesto motiva ECD29. Edini integrin, na katerega se dokazano veže, je α5β1 (ref. 14). Interakcija 
trans omogoča interakcije med celicami. Interakcija z integrinom cis lahko sterično ovira vezavo 
substrata na ADAM17 in tako regulira njegovo aktivnost. Dokazano je bilo namreč, da po disociaciji 
kompleksa integrin – ADAM17 encim postane aktiven30. Predpostavljeno je, da ima disintegrinska 
domena pomembno vlogo kot ogrodje, ki omogoča konformacijo proteina v obliki črke c (ref. 22). 
Obmembranska domena (MPD) lahko obstaja v odprti in zaprti obliki. Ne glede na obliko je v 
domeni vzpostavljenih pet disulfidnih vezi, vendar so le tri stalne (C582 – C604, C591 – C611, C593 
– C603). Ostali dve se oblikujeta med štirimi Cys, ki so povezani drugače glede na konformacijo. 
Odprta konformacija vsebuje vezi C600 – C630 in C635 – C641, zaprta pa C600 – C635 in C630 – 
C641 (slika 1.6A). Vzpostavljeni disulfidni mostički vplivajo na strukturo domene tako, da je v odprti 
konformaciji fleksibilna, v zaprti pa bolj rigidna. Z NMR je bila določena struktura obmembranske 
domene v zaprti konformaciji, ne pa tudi v odprti, saj je struktura C-končnega dela domene preveč 
fleksibilna31. Kadar je domena v odprti konformaciji, je ADAM17 aktiven, kadar je v zaprti, pa je 
neaktiven. Protein disulfid izomeraza (PDI) pretvori MPD iz odprte v zaprto konformacijo in tako 
inaktivira ADAM17 (ref. 32). Kljub podobnosti med ADAM17 in ADAM10 obstoj dveh oblik 
obmembranske domene pri ADAM10 ni bil opisan, so pa vzpostavljene disulfidne vezi v znanih 
strukturah enakovredne tistim v zaprti obliki obmembranske domene ADAM17 (slika 1.6B). 
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Obmembranska domena vsebuje tudi pozitivno nabito zaporedje RKGK. Z njim lahko interagira z 
negativnimi področji na plazmalemi, ki jih sestavlja predvsem fosfatidilserin33,34. Zaporedje se nahaja 
na fleksibilnem delu domene, na membrano pa se lahko veže le v odprti konformaciji. Vezava sodeluje 
pri regulaciji aktivnosti ADAM17. 
 
Slika 1.6: Struktura obmembranske domene ADAM17. A – Prikazane so vzpostavljene disulfidne vezi v 
obeh konformacijskih stanjih domene. Z rdečo črtkano črto je prikazan fleksibilen del strukture domene v odprti 
obliki. Domeno iz odprte v zaprto obliko (PDB: 2M2F) pretvori encim protein disulfid izomeraza (PDI). B – 
Primerjava strukture obmembranske domene ADAM10 (PDB: 6BE6) in ADAM17 (v zaprti obliki).  
 
Regija CANDIS (angl. conserved ADAM seventeen dynamic interaction sequence) je kratko 
zaporedje med obmembransko in transmembransko domeno21. Tvori amfipatično vijačnico in ta se 
lahko tako kot obmembranska domena veže na celično membrano35, kar tudi pripomore k regulaciji 
aktivnosti ADAM17.  
Regija CANDIS je ključna tudi za vezavo substratov. Do sedaj je bila dokazana interakcija CANDIS s 
substrati, ki so transmembranski proteini tipa 1, npr. IL-6Rα in IL-1R2. Interakcija je možna le, kadar 
je obmembranska domena v odprti obliki21. 
1.4.3 Regulacija aktivnosti 
Regulacija šedazne aktivnosti ADAM17 je kompleksna in uravnavana na več nivojih. Encim svojo 
funkcijo izvršuje na celični membrani, zato je eden izmed nivojev regulacije že njegova tamkajšnja 
prisotnost. Prisotnost je odvisna od stopnje njegovega izražanja na celični membrani, ponovne 
internalizacije in posledične razgradnje ali ponovne izpostavitve na membrani. Da je lahko aktiven na 
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membrani, mora biti prodomena odcepljena (to se sicer zgodi že v endoplazemskem retikulumu), 
obmembranska domena (MPD) pa mora biti v odprti obliki31 (slika 1.7A). Obe strukturni značilnosti 
sta potrebni, nista pa zadosten pogoj za njegovo aktivnost. Končen aktivacijski signal se prenese preko 
celične membrane. Ustrezen signal namreč aktivira skramblaze, ki prenesejo nekaj fosfatidilserina iz 
notranjega lipidnega sloja na zunanjega in tako povečajo njegovo koncentracijo na zunajcelični strani 
lipidnega dvosloja. Na takšno negativno nabito ploskev se vežeta obmembranska domena in regija 
CANDIS33,34 (slika 1.7B). Šele takrat lahko poteče odcep ektodomene substrata.  
 
Slika 1.7: Regulacija aktivnosti ADAM17. A – Aktivacija ADAM17 na celični membrani preko odcepitve 
prodomene in z obmembransko domeno (MPD) v odprti obliki. B – ADAM17 se v odprti obliki lahko veže na 
substrat, cepitev pa poteče šele, ko znotrajcelični signal povzroči premik fosfatidilserina z notranje strani 
lipidnega dvosloja na zunanjo in se obmembranska domena ter regija CANDIS vežeta nanj. Domene so 
prikazane obarvano oz. so označene z ustreznimi kraticami: katalitična domena (CAT, oranžno), disintegrinska 
domena (DIS, modro), obmembranska domena (MPD, zeleno) in regija CANDIS (rdeče). Fosfatidilserin je 
prikazan medlo rdeče. 
 
Opisan način aktivacije je iz strukturnega vidika pomanjkljivo ovrednoten. Predvideva se, da se ob 
vezavi obmembranske domene in regije CANDIS na celično membrano celotna zunajcelična domena 
ADAM17 pomakne bliže membrani, pri čemer pride katalitično mesto na encimu dovolj blizu 
cepitvenemu mestu na substratu, ki se praviloma nahaja zelo blizu membrane, da lahko poteče 
proteoliza36. Po tem modelu regulacije protein disulfid izomeraza (PDI) s preureditvijo disulfidnih vezi 
onemogoči fleksibilnost obmembranske domene (MPD), zato se domena ne more vezati na membrano 
in »povleči« katalitičnega mesta na encimu v bližino cepitvenega mesta na substratu.  
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Obstajajo še drugi načini regulacije aktivnosti ADAM17: inhibicija zaradi vezave na integrine, 
možnost dimerizacije ADAM17, inhibicija z naravnimi inhibitorji, vloga citosolnega repa itd. (zbrano 
v ref. 36). 
1.4.4 EpCAM kot substrat ADAM17 
EpCAM je transmembranski glikoprotein tipa 1 in je pomemben pri celičnem signaliziranju. 
Sestavljen je iz zunajceličnega dela oz. ektodomene (EpEX), transmembranske regije (TM) in 
kratkega citosolnega repa (EpIC). Zunajcelični del je zgrajen iz treh domen – N-končne domene (ND), 
tiroglobulinske domene (TY) in C-končne domene (CD), ki so razporejene v obliki trikotnika37 (slika 
1.8). EpCAM svojo biološko vlogo izvršuje v obliki cis-dimera38. Dimerizacijo omogoča predvsem 
interakcija med iztegnjeno fleksibilno zanko na domeni TY enega monomera in β-ploskvijo na domeni 
CD drugega monomera. 
 
Slika 1.8: EpEX kot monomer in kot cis-dimer. Levo – Monomer EpEX: N-končna domena (ND) je 
prikazana zeleno, tiroglobulinska domena (TY) modro in C-končna domena (CD) vijolično. Oranžno je 
označeno cepitveno mesto z ADAM17. Desno – Cis-dimer: površina ene podenote je obarvana enako kot 
monomer EpEX, površina druge pa sivo. Označeno je cepitveno mesto, ki je ADAM17 v dimeru nedostopno.  
 
Aktivnost EpCAM je tipična za proteine na celični površini. Ob ustreznem signalu pride do odcepa 
ektodomene (EpEX), temu sledi RIP. Znotrajcelična domena (EpIC) nato deluje kot prenašalec signala 
(analogno prikazu na sliki 1.3B). Za odcep EpEX na plazmalemi je odgovoren ADAM1719. Cepitveno 
mesto se nahaja na domeni CD, in sicer med aminokislinskimi ostanki D243 in P244 oz. P244 in G245 
(ref. 39). Gre za del površine, ki sodeluje tudi pri dimerizaciji EpCAM (slika 1.8), zato cepitev ne 
more poteči, dokler je EpCAM v obliki dimera, saj zaradi steričnega oviranja ADAM17 ne more priti 
v bližino cepitvenega mesta. 
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2 NAMEN DELA 
Namen diplomskega dela je bil pripraviti skrajšane oblike zunajceličnega dela ADAM17, da bi lahko s 
primerjavo njihove aktivnosti bolje razumeli vlogo posameznih domen pri regulaciji aktivnosti tega 
proteina. Načrtovani konstrukti bi se od ADAM17 razlikovali v odsotnosti posameznih domen, 
učinkovitost delovanja pripravljenih skrajšanih oblik pa smo želeli preveriti na substratu EpEX.  
Po prekinitvi laboratorijskega dela zaradi višje sile smo načrt prilagodili. Obsegal je modeliranje 
strukture zunajcelične domene ADAM17 in njenih krajših oblik, molekulsko umeščanje konstruktov 
na substrat EpEX in njihovo analizo.  
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3 MATERIALI IN METODE 
V diplomski nalogi smo raziskovali celoten zunajcelični del ADAM17 in njegove skrajšane oblike. 
Prvotni načrt je zajemal pripravo proteinskih konstruktov, vendar je delo zaradi prekinitve obsegalo le 
pripravo ustreznih novih genskih zapisov s postopki molekulskega kloniranja. Nadaljnje prilagojeno 
delo je vključevalo analizo z bioinformacijskimi metodami. 
3.1 Materiali za molekulsko kloniranje 
V sklopu molekulskega kloniranja smo pripravili nove zapise za tri skrajšane oblike proteina 
ADAM17. Predstavljeni so v tabeli 3.1. Vsi zapisi na 5'-koncu vsebujejo zapisa za melitinski signalni 
peptid in prodomeno ADAM17, na 3'-koncu pa zapis za C-končno oznako His6. Kodirani proteinski 
konstrukti se razlikujejo v številu prisotnih domen.  
Tabela 3.1: Seznam in opis zgradbe proteinskih konstruktov ter njihovih genskih zapisov, ki smo jih 
pripravili. Zapis za celotno zunajcelično domeno ADAM17-EX je bil že pripravljen in je v tabeli prikazan za 
primerjavo. V desnem stolpcu sta sivo označena signalni peptid in prodomena, vijolično pa je označena C-
končna oznaka His6. Označene so še ostale domene: katalitična (CAT), disintegrinska (DIS), obmembranska 
(MPD) in regija CANDIS. 
Oznaka 
Opis domenske sestave kodiranega 
proteinskega konstrukta 
Shematski prikaz domenske 
sestave zapisa za konstrukte  
CAT katalitična domena  CAT  
 
CAT-DIS katalitična in disintegrinska domena  CAT DIS  
 
CAT-DIS-MPD katalitična, disintegrinska in obmembranska domena  CAT DIS MPD  
 
ADAM17-EX 
katalitična, disintegrinska in obmembranska domena 
ter regija CANDIS 
 CAT DIS MPD CANDIS  
 
 
3.1.1 Materiali pri delu z nukleinskimi kislinami 
3.1.1.1 Plazmidni vektor pFastBacDual-Furin 
Cilj molekulskega kloniranja je bila priprava novih zapisov za skrajšane oblike ADAM17, namenjenih 
izražanju v insektnih celicah z uporabo bakulovirusnega ekspresijskega sistema Bac-to-Bac40. Za 
izvršitev načrta smo zapise vstavili v različico plazmidnega vektorja pFastBacDual (Thermo Fisher 
Scientific, 10712024). Vektor omogoča hkraten prenos dveh genskih zapisov na bakmid s 
transpozicijo oz. izražanje dveh proteinov. Uporabljena različica vektorja je že vsebovala zapis za 
proprotein konvertazo furin – oznaka: pFastBacDual-Furin (dr. Aljaž Gaber, UL FKKT) (slika 3.1). 
Furin je proprotein konvertaza, ki omogoča odcepitev prodomene ADAM17 (ref. 25), zato je njuno 
hkratno izražanje ključno za omogočanje aktivnosti ADAM17. 
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Slika 3.1: Plazmidna karta vektorja pFastBac-Dual-Furin. Značilnosti vektorja: f1 ori – mesto začetka 
replikacije iz bakteriofaga f1, AmpR – gen za rezistenco proti ampicilinu, ori – mesto začetka replikacije v 
bakterijskih celicah, Tn7R in Tn7L – prepoznavni mesti za transpozazo, GmR – gen za rezistenco proti 
gentamicinu, HSV tk pA – poliadenilacijski signal timidin kinaze iz virusa Herpes simpleks, Furin – zapis za 
proprotein konvertazo furin, promotor p10 – promotor proteina p10, promotor PH – polihedrinski promotor, 
MCS – multiplo klonirno mesto, SV40 pA – poliadenilacijski signal virusa SV40. 
 
3.1.1.2 Plazmidni vektor pFastBacDual-Furin-mel-EX-TACE 
Kot matrico za pripravo zapisov smo uporabili plazmid pFastBacDual-Furin, v katerega je vstavljen 
zapis za zunajcelični del ADAM17 (Katarina van Midden, UL FKKT41) (slika 3.2). Za označevanje 
plazmidov in začetnih oligonukleotidov smo namesto kratice ADAM17 uporabljali kratico TACE 
(EX-TACE je enakovredno ADAM17-EX). 
 
Slika 3.2: Plazmidna karta vektorja pFastBacDual-Furin-mel-EX-TACE. Plazmid ima enake značilnosti kot 
izvorni plazmid pFastBacDual-Furin (slika 3.1), le da je vanj dodatno vstavljen zapis za zunajcelično domeno 
ADAM17 z melitinskim signalnim peptidom (mel-EX-TACE). 
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3.1.1.3 Izhodiščno nukleotidno zaporedje zunajceličnega dela proteina ADAM17 
Pri eksperimentalnem delu je bil uporabljen zapis za zunajcelično domeno ADAM17, ki je namesto 
zapisa za signalni peptid divjega tipa vseboval zapis za signalni peptid čebeljega melitina. Ta v 
insektnih celicah omogoča povečano izločanje rekombinantnih konstruktov42. Zapis je bil vstavljen v 
plazmid pFastBacDual-Furin (slika 3.2). Nukleotidno zaporedje in ustrezno aminokislinsko zaporedje 
sta prikazani na sliki 3.3. 
1 M  K  F  L  V  N  V  A  L  V  F  M  V  V  Y  I  S  Y  I  Y  A  P  R  P  P   
       1 ATGAAATTCTTAGTCAACGTTGCCCTTGTTTTTATGGTCGTATACATTTCTTACATCTATGCGCCGCGACCTCCG 
      26 D  D  P  G  F  G  P  H  Q  R  L  E  K  L  D  S  L  L  S  D  Y  D  I  L  S   
      76 GATGACCCGGGCTTCGGCCCCCACCAGAGACTCGAGAAGCTTGATTCTTTGCTCTCAGACTACGATATTCTCTCT 
      51 L  S  N  I  Q  Q  H  S  V  R  K  R  D  L  Q  T  S  T  H  V  E  T  L  L  T   
     151 TTATCTAATATCCAGCAGCATTCGGTAAGAAAAAGAGATCTACAGACTTCAACACATGTAGAAACACTACTAACT 
      76 F  S  A  L  K  R  H  F  K  L  Y  L  T  S  S  T  E  R  F  S  Q  N  F  K  V   
     226 TTTTCAGCTTTGAAAAGGCATTTTAAATTATACCTGACATCAAGTACTGAACGTTTTTCACAAAATTTCAAGGTC 
     101 V  V  V  D  G  K  N  E  S  E  Y  T  V  K  W  Q  D  F  F  T  G  H  V  V  G   
     301 GTGGTGGTGGATGGTAAAAACGAAAGCGAGTACACTGTAAAATGGCAGGACTTCTTCACTGGACACGTGGTTGGT 
     126 E  P  D  S  R  V  L  A  H  I  R  D  D  D  V  I  I  R  I  N  T  D  G  A  E   
     376 GAGCCTGACTCTAGGGTTCTAGCCCACATAAGAGATGATGATGTTATAATCAGAATCAACACAGATGGGGCCGAA 
     151 Y  N  I  E  P  L  W  R  F  V  N  D  T  K  D  K  R  M  L  V  Y  K  S  E  D   
     451 TATAACATAGAGCCACTTTGGAGATTTGTTAATGATACCAAAGACAAAAGAATGTTAGTTTATAAATCTGAAGAT 
     176 I  K  N  V  S  R  L  Q  S  P  K  V  C  G  Y  L  K  V  D  N  E  E  L  L  P   
     526 ATCAAGAATGTTTCACGTTTGCAGTCTCCAAAAGTGTGTGGTTATTTAAAAGTGGATAATGAAGAGTTGCTCCCA 
     201 K  G  L  V  D  R  E  P  P  E  E  L  V  H  R  V  K  R  R  A  D  P  D  P  M   
     601 AAAGGGTTAGTAGACAGAGAACCACCTGAAGAGCTTGTTCATCGAGTGAAAAGAAGAGCTGACCCAGATCCCATG 
     226 K  N  T  C  K  L  L  V  V  A  D  H  R  F  Y  R  Y  M  G  R  G  E  E  S  T   
     676 AAGAACACGTGTAAATTATTGGTGGTAGCAGATCATCGCTTCTACAGATACATGGGCAGAGGGGAAGAGAGTACA 
     251 T  T  N  Y  L  I  E  L  I  D  R  V  D  D  I  Y  R  N  T  S  W  D  N  A  G   
     751 ACTACAAATTACTTAATAGAGCTAATTGACAGAGTTGATGACATCTATCGGAACACTTCATGGGATAATGCAGGT 
     276 F  K  G  Y  G  I  Q  I  E  Q  I  R  I  L  K  S  P  Q  E  V  K  P  G  E  K   
     826 TTTAAAGGCTATGGAATTCAGATAGAGCAGATTCGCATTCTCAAGTCTCCACAAGAGGTAAAACCTGGTGAAAAG 
     301 H  Y  N  M  A  K  S  Y  P  N  E  E  K  D  A  W  D  V  K  M  L  L  E  Q  F   
     901 CACTACAACATGGCAAAAAGTTACCCAAATGAAGAAAAGGATGCTTGGGATGTGAAGATGTTGCTAGAGCAATTT 
     326 S  F  D  I  A  E  E  A  S  K  V  C  L  A  H  L  F  T  Y  Q  D  F  D  M  G   
     976 AGCTTTGATATAGCTGAGGAAGCATCTAAAGTTTGCTTGGCACACCTTTTCACATACCAAGATTTTGATATGGGA 
     351 T  L  G  L  A  Y  V  G  S  P  R  A  N  S  H  G  G  V  C  P  K  A  Y  Y  S   
    1051 ACTCTTGGATTAGCTTATGTTGGCTCTCCCAGAGCAAACAGCCATGGAGGTGTTTGTCCAAAGGCTTATTATAGC 
     376 P  V  G  K  K  N  I  Y  L  N  S  G  L  T  S  T  K  N  Y  G  K  T  I  L  T   
    1126 CCAGTTGGGAAGAAAAATATCTATTTGAATAGTGGTCTGACGAGCACAAAGAATTATGGTAAAACCATCCTTACA 
     401 K  E  A  D  L  V  T  T  H  E  L  G  H  N  F  G  A  E  H  D  P  D  G  L  A   
    1201 AAGGAAGCTGACCTGGTTACAACTCATGAATTGGGACATAATTTTGGAGCAGAACATGATCCGGATGGTCTAGCA 
     426 E  C  A  P  N  E  D  Q  G  G  K  Y  V  M  Y  P  I  A  V  S  G  D  H  E  N   
    1276 GAATGTGCCCCGAATGAGGACCAGGGAGGGAAATATGTCATGTATCCCATAGCTGTGAGTGGCGATCACGAGAAC 
     451 N  K  M  F  S  N  C  S  K  Q  S  I  Y  K  T  I  E  S  K  A  Q  E  C  F  Q   
    1351 AATAAGATGTTTTCAAACTGCAGTAAACAATCAATCTATAAGACCATTGAAAGTAAGGCCCAGGAGTGTTTTCAA 
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     476 E  R  S  N  K  V  C  G  N  S  R  V  D  E  G  E  E  C  D  P  G  I  M  Y  L   
    1426 GAACGCAGCAATAAAGTTTGTGGGAACTCGAGGGTGGATGAAGGAGAAGAGTGTGATCCTGGCATCATGTATCTG 
     501 N  N  D  T  C  C  N  S  D  C  T  L  K  E  G  V  Q  C  S  D  R  N  S  P  C   
    1501 AACAACGACACCTGCTGCAACAGCGACTGCACGTTGAAGGAAGGTGTCCAGTGCAGTGACAGGAACAGTCCTTGC 
     526 C  K  N  C  Q  F  E  T  A  Q  K  K  C  Q  E  A  I  N  A  T  C  K  G  V  S   
    1576 TGTAAAAACTGTCAGTTTGAGACTGCCCAGAAGAAGTGCCAGGAGGCGATTAATGCTACTTGCAAAGGCGTGTCC 
     551 Y  C  T  G  N  S  S  E  C  P  P  P  G  N  A  E  D  D  T  V  C  L  D  L  G   
    1651 TACTGCACAGGTAATAGCAGTGAGTGCCCGCCTCCAGGAAATGCTGAAGATGACACTGTTTGCTTGGATCTTGGC 
     576 K  C  K  D  G  K  C  I  P  F  C  E  R  E  Q  Q  L  E  S  C  A  C  N  E  T   
    1726 AAGTGTAAGGATGGGAAATGCATCCCTTTCTGCGAGAGGGAACAGCAGCTGGAGTCCTGTGCATGTAATGAAACT 
     601 D  N  S  C  K  V  C  C  R  D  L  S  G  R  C  V  P  Y  V  D  A  E  Q  K  N   
    1801 GACAACTCCTGCAAGGTGTGCTGCAGGGACCTTTCTGGCCGCTGTGTGCCCTATGTCGATGCTGAACAAAAGAAC 
     626 L  F  L  R  K  G  K  P  C  T  V  G  F  C  D  M  N  G  K  C  E  K  R  V  Q   
    1876 TTATTTTTGAGGAAAGGAAAGCCCTGTACAGTAGGATTTTGTGACATGAATGGCAAATGTGAGAAACGAGTACAG 
     651 D  V  I  E  R  F  W  D  F  I  D  Q  L  S  I  N  T  F  G  K  F  L  A  D  N   
    1951 GATGTAATTGAACGATTTTGGGATTTCATTGACCAGCTGAGCATCAATACTTTTGGAAAGTTTTTAGCAGACAAC 
     676 H  H  H  H  H  H  *   
    2026 CATCATCATCATCATCATTAG 
Slika 3.3: Kodirajoče nukleotidno zaporedje zunajcelične domene ADAM17 z melitinskim signalnim 
peptidom, vstavljeno v plazmid pFastBacDual-Furin, in prevedeno aminokislinsko zaporedje. Zaporedji 
sta sestavljeni iz naslednjih delov (od N- proti C-koncu oz. od 5'- proti 3'-koncu): melitinskega signalnega 
peptida (rjavo), prodomene (sivo), katalitične domene (oranžno), disintegrinske domene (modro), obmembran-
ske domene (zeleno), regije CANDIS (rdeče) in oznake His6 (vijolično). Zaporedje se konča s stop-kodonom. 
 
3.1.1.4 Začetni oligonukleotidi 
Pri molekulskem kloniranju smo za pomnoževanje zapisov s PCR uporabili štiri začetne 
oligonukleotide (tabela 3.2). Zapisi so na obeh koncih vsebovali zaporedja, ki omogočajo homologno 
rekombinacijo pri vstavljanju v tarčni vektor pFastBacDual-Furin z metodo SLiCE. Vanje smo jih 
vnesli z začetnimi oligonukleotidi. 5'-končno homologno zaporedje se je že nahajalo na plazmidu 
pFastBacDual-Furin-mel-EX-TACE pred zapisom za mel-EX-TACE, zato se je začetni oligonukleotid 
za pomnoževanje zapisov prilegal temu zaporedju. Na 3'-konec zapisov smo homologno zaporedje in 
zapis za oznako His6 vnesli s previsnimi konci protismernih začetnih oligonukleotidov. 
Tabela 3.2: Seznam začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za pripravo novih zapisov. Smerni 
začetni oligonukleotidi so označeni s črko F (angl. forward), protismerni pa s črko R (angl. reverse). Del 
zaporedja, ki se prilega matrici, je obarvan črno. Del zaporedja, ki predstavlja regijo za homologno 
rekombinacijo, je obarvan zeleno. Zapis za oznako His6 je obarvan vijolično. Stop-kodon je odebeljen. 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 
Zaporedje začetnega oligonukleotida 
LIC-EcoRI-TACE-F 5'-GATCCCGGTCCGAAGC-3'* 
LIC-NotI-C-TACE-R 5'-CTCTAGATTCGAAAGCGGCCCTAATGATGATGATGATGATGGCGTTCTTGAAAACACTCC-3' 
LIC-NotI-CD-TACE-R 5'-GGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCCTAATGATGATGATGATGATGCTTGCCAAGATCCAAGC-3' 
LIC-NotI-CDM-TACE-R 5'-CTCTAGATTCGAAAGCGGCCCTAATGATGATGATGATGATGCTCACATTTGCCATTCATG-3' 
* Celoten oligonukleotid se hkrati prilega matrici in predstavlja regijo za homologno rekombinacijo. 
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Za preverjanje uspešnosti reakcije SLiCE s PCR na osnovi kolonije smo uporabili začetna 
oligonukleotida, ki se prilegata regijama na plazmidu pFastBacDual-Furin, med kateri smo vstavili 
zapise (tabela 3.3). 
Tabela 3.3: Seznam začetnih oligonukleotidov, ki smo ju uporabili za PCR na osnovi kolonije. Smerni 
začetni oligonukleotid je označen s črko F (angl. forward), protismerni pa s črko R (angl. reverse). 
Oznaka začetnega oligonukleotida Zaporedje začetnega oligonukleotida 
pFastBac-F 5'-GGATTATTCATACCGTCCCA-3' 
pFastBac-R 5'-CCTCTACAAATGTGGTATGGCTGATT-3' 
 
3.1.1.5 Materiali za verižno reakcijo s polimerazo  
Izvajali smo dve različici verižne reakcije s polimerazo (PCR), in sicer klasično PCR za pripravo 
novih zapisov in PCR na osnovi kolonije za ugotavljanje uspešnosti reakcije SLiCE. Uporabljeni 
materiali so navedeni v tabeli 3.4. 
Tabela 3.4: Materiali za PCR. 
Metoda Materiali 
klasična PCR 
polimeraza Phusion (2 U/μl) (Thermo Scientific, ZDA), 
5× pufer Phusion GC (Thermo Scientific, ZDA), 
10 mM mešanica dNTP (Fermentas, Latvija) 
PCR na osnovi kolonije mešanica reagentov GoTaq® Green Master Mix (Promega, ZDA) 
 
3.1.1.6 Materiali za agarozno gelsko elektroforezo 
Uporabljeni materiali za agarozno gelsko elektroforezo (AGE) so navedeni v tabeli 3.5. 
Tabela 3.5: Materiali za AGE. 
Uporaba Materiali 
priprava agaroznega gela 
agaroza SeaKem – LE (Lonza, Švica) 
pufer TAE (40 mM Tris, pH 8,0, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA) 
etidijev bromid (Sigma Aldrich, ZDA) 
nanos na agarozni gel 
6× nanašalni pufer (0,25 % bromfenolmodro, 0,25 % ksilencianol, 15 % fikol tip 
4000, 120 mM EDTA) 
velikostna lestvica GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, ZDA) 
 
3.1.1.7 Materiali za izolacijo DNA 
Za izolacijo DNA z novimi zapisi iz gela po PCR in analizi z AGE smo uporabili komplet reagentov 
E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, ZDA).  
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3.1.1.8 Materiali za metodo SLiCE 
Za izvedbo metode SLiCE43 smo uporabili bakterijski celični ekstrakt PPY42 (dr. Aljaž Gaber, UL 
FKKT), 10× pufer SLiCE (500 mM Tris-Cl, pH 7,5, 100 mM MgCl2, 10 mM ATP, 10 mM DTT), 
pripravljene zapise in vektor pFastBacDual-Furin, vnaprej rezan z restriktazama EcoRI in NotI 
(Katarina P. van Midden, UL FKKT)41.  
3.1.2 Materiali pri delu z bakterijskimi celicami 
3.1.2.1 Bakterijska celična linija E. coli DH5α 
Za pomnoževanje plazmidov z vključenimi zapisi smo uporabili sev E. coli DH5α.  
Genotip: F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-
1 gyrA96 relA1.  
3.1.2.2 Gojišče za bakterijske celice 
Za gojenje bakterijskih celic smo uporabili trdno gojišče Luria-Bertani (LB). 1 liter gojišča vsebuje 10 
g kazeinskega hidrolizata, 5 g kvasnega ekstrakta, 10 g NaCl, 20 g agarja in 1 L dH2O ter ima pH 8. 
Za pripravo selekcijskega gojišča smo gojišču LB dodali antibiotik ampicilin (LB A), in sicer toliko, 
da je bila njegova končna koncentracija 100 μg/mL. 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
Pri delu smo uporabljali naprave in aparate, ki so navedeni v tabeli 3.6. 
Tabela 3.6: Seznam ostale pomembnejše laboratorijske opreme, uporabljene pri delu. 
Naprava Ime Proizvajalec 
centrifuga MiniSpin plus Eppendorf, Nemčija 
inkubator Innova 4230 New Brunswick Scientific, ZDA 
stresalnik GyroTwister 3-D Shaker Labnet, ZDA 
termo blok Bio TDB-100 Biosan, Latvija 
sterilna komora Odsesovalna komora M13 Iskra PIO, Slovenija 
laboratorijski vir napetosti Electrophoresis power supply Amersham Biosciences, ZDA 
spektrofotometer Nanodrop 2000c  Thermo Scientific, ZDA 
aparat za PCR Veriti® 96-Well Thermal Cycler Applied Biosystems, ZDA 
aparat za fotografiranje gelov Minibis® Pro DNR Bio-Imaging Systems, Izrael 
tehtnica XA 60/220/X RADWAG, Poljska 
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3.2 Metode 
3.2.1 Metode molekulskega kloniranja 
3.2.1.1 Pomnoževanje novih zapisov z verižno reakcijo s polimerazo  
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, s katero na osnovi pomnoževanja pridobimo več 
milijonov kopij istega nukleotidnega zaporedja. Obsega več ciklov, vsak od njih je sestavljen iz treh 
korakov, ki potekajo pri različnih temperaturah. Najprej se pri visoki temperaturi denaturira matrična 
DNA. Temu sledi prileganje začetnih oligonukleotidov na matrično DNA pri nižji temperaturi, nato pa 
še podaljševanje verige s termostabilno DNA-polimerazo. 
Z opisano metodo smo pomnožili nove zapise za želene konstrukte (tabela 3.1) in jih kasneje vstavili v 
plazmidni vektor. Pri vseh smo uporabili isto matrično DNA, in sicer zapis za zunajcelični del proteina 
ADAM17 z melitinskim signalnim peptidom in C-končno oznako His6 (slika 3.3), vstavljen v plazmid 
pFastBacDual-Furin (slika 3.2). Vse vključke smo pomnožili v enem krogu PCR z uporabo istega 
smernega začetnega oligonukleotida in različnih protismernih začetnih oligonukleotidov (tabela 3.2). 
Program PCR je opisan v tabeli 3.7, splošna sestava reakcijskih mešanic v tabeli 3.8, kombinacije 
reagentov in pogojev za pomnoževanje posameznih zapisov pa v tabeli 3.9. 
Tabela 3.7: Program PCR za pomnoževanje novih zapisov. 
Korak Temperatura [°C] Čas 
začetna denaturacija 98 30 s 
25 ciklov 
denaturacija 95 10 s 
prileganje začetnih oligonukleotidov 57,9–60,1 30 s 
podaljševanje 72 30 s/kbp 
končno podaljševanje 72 5 min 
 
Tabela 3.8: Sestava reakcijske mešanice za PCR za pomnoževanje novih zapisov. 
Komponenta Koncentracija Volumen [μl] 
5× pufer Phusion GC  4 
matrična DNA  1 
mešanica dNTP  2,5 mM 1,6 
smerni oligonukleotid 10 μM 1 
protismerni oligonukleotid 10 μM 1 
dH2O  11,2 
polimeraza Phusion 2 U/μl 0,2 
Skupaj  20 
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Tabela 3.9: Načrt za pripravo novih zapisov za skrajšane oblike proteina ADAM17 s PCR. Za 
pomnoževanje posameznega produkta so navedeni matrica, začetni oligonukleotidi, temperatura prileganja (Ta) 
in pričakovana dolžina produkta. 
Produkt  Matrica Začetni oligonukleotidi Ta [°C] Dolžina produkta [bp] 
CAT pFBD-mel-EX-TACE 
LIC-EcoRI-TACE-F  
LIC-NotI-C-TACE-R 
60,1 1499 
CAT-DIS pFBD-mel-EX-TACE 
LIC-EcoRI-TACE-F 
LIC-NotI-CD-TACE-R 
58,6 1798 
CAT-DIS-MPD pFBD-mel-EX-TACE 
LIC-EcoRI-TACE-F 
LIC-NotI-CDM-TACE-R 
57,9 2006 
 
3.2.1.2 Ločitev in analiza DNA z agarozno gelsko elektroforezo 
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je metoda za ločevanje molekul DNA po velikosti ob prisotnosti 
električnega polja. Molekule DNA potujejo po zamreženem agaroznem gelu, pri čemer krajše potujejo 
hitreje, daljše pa počasneje. V gelu raztopljen etidijev bromid se interkalira v analizirano DNA. Ob 
obsevanju z ultravijolično svetlobo fluorescira in tako lahko posredno zaznamo pozicijo DNA na gelu. 
Z AGE smo preverili ustreznost dolžine s PCR pomnoženih vključkov. Pri delu smo uporabljali 1-
odstotne (w/v) agarozne gele s koncentracijo etidijevega bromida 4 μL/100 mL. Vzorcem smo pred 
nanosom dodali 6× nanašalni pufer. 
3.2.1.3 Izolacija molekul DNA iz agaroznega gela 
Ustrezno dolge produkte PCR smo izolirali iz gela. Najprej smo jih iz njega izrezali, nato pa smo po 
navodilih proizvajalca izvedli izolacijo s kompletom reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega 
Bio-tek, ZDA). Izoliranim produktom smo izmerili koncentracijo. 
3.2.1.4 Vstavljanje zapisov v vektor z metodo SLiCE 
Izolirane produkte PCR smo vstavili v ustrezen vektor z uporabo ekstrakta za kloniranje z brezspojno 
ligacijo oz. z metodo SLiCE (angl. seamless ligation cloning extract). Pri metodi pride do homologne 
rekombinacije med konci vključka in homolognimi regijami na koncih lineariziranega vektorja. 
Reakcijo omogoča celični ekstrakt bakterij PPY42. Z njo nadomestimo klasično restrikcijo in 
ligacijo43.  
Za izvedbo metode smo uporabili plazmid pFastBacDual-Furin, rezan z restriktazama EcoRI in NotI. 
Opis sestave reakcijske mešanice je v tabeli 3.10. Reakcijo SLiCE smo izvajali 30 min pri 37 °C. Za 
vsak konstrukt smo reakcijo izvedli v dveh paralelkah, in sicer s 5-kratno oz. 6-kratno množino zapisa 
glede na lineariziran plazmid. 
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Tabela 3.10: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo SLiCE. 
Komponenta  Količina  
lineariziran plazmid  10 ng  
vključek  5× ali 6× množina lineariziranega plazmida  
10× reakcijski pufer SLiCE 1 μl  
ekstrakt SLiCE  1 μl  
dH2O  do 10 μl  
Skupni volumen  10 μl  
 
3.2.1.5 Transformacija bakterijskih celic 
Transformacija je vnos eksogenega genetskega materiala v bakterijo preko celične membrane. V 
laboratoriju jo izkoriščamo za vnos plazmidov z želenim zapisom v kompetentne bakterijske celice. 
Celica je kompetentna, ko je v stanju, v katerem lahko sprejme tujo DNA. 
S produkti reakcije SLiCE smo transformirali celice E. coli DH5α. Produktu smo dodali 100 μL 
kompetentnih bakterijskih celic in ga 30 min inkubirali na ledu. Nato smo izvedli toplotni šok tako, da 
smo vzorce 45 s inkubirali pri 42 °C in potem celice 1 h stresali pri 37 °C. Transformirane bakterije 
smo razmazali na trdno gojišče LB A in jih gojili preko noči pri 37 °C. 
3.2.1.6 Preverjanje uspešnosti reakcije SLiCE s PCR na osnovi kolonije 
Verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije (coPCR) je izvedena metoda PCR (3.2.1.1 
Pomnoževanje novih zapisov z verižno reakcijo s polimerazo), pri kateri namesto matrične DNA v 
reakcijsko mešanico dodamo bakterijsko kolonijo. Pri začetnem povišanju temperature plazmidna 
DNA izstopi iz celic in deluje kot matrica za pomnoževanje. S coPCR smo preverjali uspešnost 
metode SLiCE in transformacije bakterijskih celic s plazmidom z vstavljenim zapisom. Program PCR 
je opisan v tabeli 3.11, sestava reakcijske mešanice pa v tabeli 3.12. 
Tabela 3.11: Program coPCR za preverjanje uspešnosti reakcije SLiCE. 
Korak Temperatura [°C] Čas 
začetna denaturacija 98 3 min 
5 ciklov 
denaturacija 95 30 s 
prileganje začetnih oligonukleotidov 54 (+ 1 za vsak cikel) 30 s 
podaljševanje 72 1 min/kbp 
25 ciklov 
denaturacija 95 30 s 
prileganje začetnih oligonukleotidov 59 30 s 
podaljševanje 72 1 min/kbp 
končno podaljševanje 72 7 min 
 
 21 
 
Tabela 3.12: Sestava reakcijske mešanice za coPCR za preverjanje uspešnosti reakcije SLiCE. Navedeni so 
tudi uporabljeni začetni oligonukleotidi (tabela 3.3) in ustrezne temperature prileganja. 
Komponenta Volumen [μl] 
GoTaq® Green master mix 5 
smerni oligonukleotid (10 μM) – pFastBac-F (59 °C) 1 
protismerni oligonukleotid (10 μM) – pFastBac-R (59 °C) 1 
dH2O 3 
Skupaj 10 
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3.2.2 Bioinformacijske metode  
3.2.2.1 Modeliranje strukture proteinov 
Za celovito razumevanje funkcije nekega proteina je ključno poznavanje njegove tridimenzionalne 
strukture. Običajno strukture proteinov določamo z rentgensko kristalografijo ali jedrno magnetno 
resonanco (NMR). Razne omejitve pogosto otežujejo uporabo teh metod, poleg tega pa so časovno 
zamudne, zato so v strukturni biologiji razvili računalniške programe za napovedovanje struktur 
proteinov. Omogočajo sicer le izračun modela strukture, zato nikoli ne morejo popolnoma nadomestiti 
laboratorijskih tehnik, s katerimi določimo dejansko strukturo. Zaradi preproste uporabe in hitrosti pa 
nudijo pri raziskavah dobrodošel začetni vpogled v lastnosti proteina. 
Računalniške metode za napovedovanje strukture proteinov delimo v tri kategorije. Najhitrejši in 
najzanesljivejši princip je modeliranje na osnovi homologije (angl. comparative modelling, homology 
modelling). Temelji na dejstvu, da so evolucijsko gledano tridimenzionalne strukture bolj ohranjene 
kot z njimi povezana aminokislinska zaporedja in imajo zato homologni proteini večinoma zelo 
podobno strukturo. Program tako določi model strukture nekega proteina na podlagi njemu 
homolognega proteina, katerega struktura je že znana44. Druga kategorija metod temelji na 
prepoznavanju zvitja (angl. protein threading). Uporabna je takrat, ko ne obstaja želenemu proteinu 
podobno zaporedje z znano 3D-strukturo. Upošteva dejstvo, da v naravi obstaja omejeno število zvitij 
in je zato struktura proteina verjetno sestavljena iz že znanih zvitij, ki so bila sicer identificirana v 
evolucijsko manj povezanih proteinih. Izbor med možnimi zvitji je narejen na podlagi verjetnosti, da 
se posamezen aminokislinski ostanek nahaja v določenem strukturnem okolju45. Kategorija 
počasnejših in manj zanesljivih metod je modeliranje ab initio. Uporabimo ga, ko za dano 
aminokislinsko zaporedje v bazah podatkov ne obstaja z njim strukturno povezan protein. Program 
brez predloge določi strukturo, upoštevajoč različne fizikalno-kemijske osnove46. Metoda je računsko 
zelo zahtevna in je primerna za protein z manj kot 150 aminokislinskimi ostanki47. Obstajajo tudi 
različne hibridne metode. 
Vsem metodam je skupno, da na koncu ocenijo kvaliteto modela. Po izgradnji modela namreč sledi 
analiza torzijskih kotov, neugodnih kontaktov in drugih omejitev. Ocena je podana različno, odvisno 
od posamezne metode. Ocenjevanje je težavno pri modeliranju ab initio. Večina programov za dano 
zaporedje ponudi več modelov strukture z različno ocenjeno kvaliteto.  
Za potrebe diplomske naloge smo z modeliranjem naredili modele strukture zunajcelične domene 
ADAM17 in njenih treh skrajšanih oblik. Uporabili smo tri različne programe in za nadaljnje delo 
izbrali najustreznejše modele.  
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I-TASSER48–50 (angl. Iterative threading assembly refinement) je program, ki za napovedovanje 
strukture proteinov uporablja hibridno metodo. Združuje principa modeliranja na osnovi homologije in 
prepoznavanja zvitja. Njegova dodana vrednost je, da na podlagi pravila, da struktura proteina določa 
njegovo funkcijo, napove funkcijo proteina. Glavni parameter za oceno kvalitete modela je vrednost c, 
ki se tipično giblje v intervalu [–5, 2], pri čemer večja vrednost pomeni večjo kvaliteto modela. 
Robetta51,52 je program za napovedovanje struktur proteinov, ki omogoča tako modeliranje na osnovi 
homologije (RobettaCM) kot modeliranje ab initio (RobettaAB). Deluje lahko tudi tako, da 
posamezne domene določi kot neodvisne enote zvitja, jim na enega izmed prej omenjenih načinov 
določi strukturo in jih nato združi v končni model. Pri našem delu smo uporabljali program 
RobettaCM. Ocena kvalitete modela je podana z vrednostjo GDT (test globalne oddaljenosti, angl. 
global distance test). Vrednost je lahko med 0 in 1, pri čemer višja vrednost pomeni boljši model. 
Program GalaxyTBM53 na podlagi homologije najprej zgradi osnovni model strukture bolj zanesljivih 
regij zaporedja, v drugem koraku pa na način ab initio poteka modeliranje zank in končnih regij. 
Program izpiše regije proteina, katerih struktura ni zanesljiva, sicer pa ne poda nobene ocene kvalitete 
zmodelirane strukture. 
V tabeli 3.13 so navedeni podatki o dostopu do uporabljenih programov za modeliranje. 
Tabela 3.13: Naslovi spletnih strani za dostop do uporabljenih programov za modeliranje in datum 
dostopa. 
Program Naslov spletne strani Datum dostopa 
I-TASSER https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ 15. 4. 2020 
Robetta https://robetta.bakerlab.org/ 15. 4. 2020 
GalaxyTBM http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=TBM 15. 4. 2020 
 
Programi zahtevajo le vnos aminokislinskega zaporedja proteina, katerega strukturo hočemo določiti, 
brez dodatnih parametrov. Aminokislinska zaporedja (brez signalnega peptida in prodomene) smo 
vnesli v formatu fasta (tabela 3.14). V vsakem programu smo modelirali vse štiri oblike ADAM17. 
Tabela 3.14: Aminokislinska zaporedja za vse oblike ADAM17 v formatu fasta, ki smo jih uporabili za 
vnos v programe za modeliranje struktur. Zaporedja so sestavljena iz naslednjih delov (od N- proti C-koncu): 
katalitične domene (oranžno), disintegrinske domene (modro), obmembranske domene (zeleno) in regije 
CANDIS (rdeče). 
Aminokislinska zaporedja 
>tace_cat 
RADPDPMKNTCKLLVVADHRFYRYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTSWDNAGFKGYGIQIEQIR
ILKSPQEVKPGEKHYNMAKSYPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLAHLFTYQDFDMGTLGL
AYVGSPRANSHGGVCPKAYYSPVGKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVTTHELGHNFGAEHDPD
GLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSNCSKQSIYKTIESKAQECFQER 
Tabela se nadaljuje na naslednji strani. 
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>tace_cat-dis 
RADPDPMKNTCKLLVVADHRFYRYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTSWDNAGFKGYGIQIEQIR
ILKSPQEVKPGEKHYNMAKSYPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLAHLFTYQDFDMGTLGL
AYVGSPRANSHGGVCPKAYYSPVGKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVTTHELGHNFGAEHDPD
GLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSNCSKQSIYKTIESKAQECFQERSNKVCGNSRVDEG
EECDPGIMYLNNDTCCNSDCTLKEGVQCSDRNSPCCKNCQFETAQKKCQEAINATCKGVSYCTGNSSE
CPPPGNAEDDTVCLDLGK 
>tace_cat-dis-mpd 
RADPDPMKNTCKLLVVADHRFYRYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTSWDNAGFKGYGIQIEQIR
ILKSPQEVKPGEKHYNMAKSYPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLAHLFTYQDFDMGTLGL
AYVGSPRANSHGGVCPKAYYSPVGKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVTTHELGHNFGAEHDPD
GLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSNCSKQSIYKTIESKAQECFQERSNKVCGNSRVDEG
EECDPGIMYLNNDTCCNSDCTLKEGVQCSDRNSPCCKNCQFETAQKKCQEAINATCKGVSYCTGNSSE
CPPPGNAEDDTVCLDLGKCKDGKCIPFCEREQQLESCACNETDNSCKVCCRDLSGRCVPYVDAEQKNL
FLRKGKPCTVGFCDMNGKCE 
>adam17-ex 
RADPDPMKNTCKLLVVADHRFYRYMGRGEESTTTNYLIELIDRVDDIYRNTSWDNAGFKGYGIQIEQIR
ILKSPQEVKPGEKHYNMAKSYPNEEKDAWDVKMLLEQFSFDIAEEASKVCLAHLFTYQDFDMGTLGL
AYVGSPRANSHGGVCPKAYYSPVGKKNIYLNSGLTSTKNYGKTILTKEADLVTTHELGHNFGAEHDPD
GLAECAPNEDQGGKYVMYPIAVSGDHENNKMFSNCSKQSIYKTIESKAQECFQERSNKVCGNSRVDEG
EECDPGIMYLNNDTCCNSDCTLKEGVQCSDRNSPCCKNCQFETAQKKCQEAINATCKGVSYCTGNSSE
CPPPGNAEDDTVCLDLGKCKDGKCIPFCEREQQLESCACNETDNSCKVCCRDLSGRCVPYVDAEQKNL
FLRKGKPCTVGFCDMNGKCEKRVQDVIERFWDFIDQLSINTFGKFLADN 
 
Vsi trije programi sami izberejo matrice, na podlagi katerih zgradijo modele. V tabeli 3.15 so 
navedene PDB-kode matric, ki jih je posamezen program izbral za modeliranje strukture posamezne 
oblike. 
Tabela 3.15: PDB-kode struktur proteinov, ki jih je določen program uporabil za modeliranje strukture 
določene oblike zunajcelične domene ADAM17 
I-TASSER Robetta GalaxyTBM 
CAT 
CAT-
DIS 
CAT-
DIS-
MPD 
ADAM 
17-EX 
CAT 
CAT-
DIS 
CAT-
DIS-
MPD 
ADAM 
17-EX 
CAT 
CAT-
DIS 
CAT-
DIS-
MPD 
ADAM 
17-EX 
2OI0 
2DDF 
1BKC 
2OI0 
6BE6 
3G5C 
6BDZ 
1BKC 
6BDZ 
6BE6 
1BKC 
6BDZ 
6BE6 
3DSL 
1BKC 
6BE6 
6BDZ 
3GBO 
3E8R 
2OI0 
2I47 
2DDF 
1R54 
1KUG 
1BKC 
1BKC 
2DDF 
2DW0 
2E3X 
2ERO 
2I47 
2OI0 
3DSL 
3E8R 
3G5C 
3HDB 
3K7L 
6BDZ 
6BE6 
1BKC 
2DDF 
2DW0 
2E3X 
2ERO 
2I47 
2OI0 
3DSL 
3E8R 
3HDB 
3K7L 
6BDZ 
6BE6 
1BKC 
2DDF 
2DW0 
2E3X 
2ERO 
2I47 
2OI0 
3DSL 
3E8R 
3HDB 
3K7L 
5Y2Z 
6BDZ 
6BE6 
3EDZ 
2DDF 
1BKC 
3EDZ 
3G5C 
5Y31 
3EDZ 
6BE6 
5L0Q 
3EDZ 
6BE6 
5L0Q 
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3.2.2.2 Molekulsko umeščanje 
Interakcija proteinov z drugimi makromolekulami in ostalimi ligandi je v večini primerov ključna za 
izvrševanje njihove funkcije. Za razumevanje njihovega delovanja in vloge je poznavanje različnih 
interakcij torej nujno. Za potrebe diplomske naloge smo preučevali medproteinske interakcije. Čeprav 
jih lahko okarakteriziramo z različnimi laboratorijskimi tehnikami, je njihova vizualizacija na 
molekularnem nivoju še težja kot določanje strukture samega proteina. Pri rentgenski kristalografiji je 
zaradi dinamičnih interakcij v kompleksu otežena kristalizacija, pri NMR pa težavo predstavlja velika 
molekulska masa kompleksa54. Vseeno lahko s tema in z drugimi tehnikami pridobimo nekaj 
uporabnih informacij, ki jih lahko uporabimo kot omejitve pri računalniških metodah za predvidevanje 
strukture kompleksa. Omenjenim metodam s skupnim imenom pravimo molekulsko umeščanje, 
prileganje ali sidranje (angl. molecular docking).  
Molekulsko umeščanje lahko temelji na eksperimentalnih podatkih, npr. kemijskem premiku pri NMR 
ali razdaljah med interakcijskima partnerjema, ugotovljenih na podlagi kemijskega prečnega 
povezovanja in masne spektrometrije. Obstajajo tudi metode molekulskega prileganja ab initio, ki 
upoštevajo različne fizikalno-kemijske parametre, npr. komplementarnost površja, elektrostatske 
interakcije, van der Waalsove sile itd.55 
Za potrebe diplomske naloge smo analizirali interakcijo med zunajcelično domeno proteina ADAM17 
oz. njenimi skrajšanimi oblikami in substratom EpEX. Za oblike ADAM17 smo uporabili predhodno 
narejene modele struktur. Prilegali smo jih na strukturo celotne zunajcelične domene EpEX in na 
EpEX brez fleksibilne zanke (manjkajo aminokislinski ostanki 75–93). 
DisVis56,57 je program, ki kot omejitve obravnava razdalje med aminokislinskimi ostanki v interakciji 
in z upoštevanjem določenega števila omejitev analizira, ali je interakcija med dvema proteinoma 
preko teh aminokislinskih ostankov možna. Informacije o razdaljah pridobimo iz predhodnih 
eksperimentov, npr. s prečnim povezovanjem. Če vemo le, da dva proteina interagirata, se lahko 
interakcija teoretično zgodi kjerkoli na površini enega oz. drugega. Ob upoštevanju določenih 
omejitev pa lahko določimo zmanjšan možen dostopen interakcijski prostor. Več omejitev kot 
poznamo, bolj natančno je prostor določen. DisVis z upoštevanjem določenega števila omejitev 
prešteje število modelov, ki se skladajo z omejitvami, in izriše dostopen interakcijski prostor. Program 
za neko kombinacijo omejitev včasih ne določi nobene možne interakcije, kar pomeni, da je ena izmed 
omejitev lažno pozitivna.  
DisVis od uporabnika zahteva vnos datotek PDB z zapisom za strukturo vsakega interakcijskega 
partnerja. Enega določimo kot fiksno verigo (ponavadi večjega), drugega pa kot prilegajočo se. Kot 
fiksno verigo smo vnesli EpEX s fleksibilno zanko oz. brez nje, kot prilegajočo se pa model strukture 
posamezne oblike ADAM17. Poleg tega je treba vnesti tekstovno datoteko z definiranimi omejitvami 
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(angl. restraints file), torej kombinacijami aminokislinskih ostankov, ki med seboj reagirajo, in 
minimalne ter maksimalne razdalje med njimi. Kot maksimalna možna razdalja je v program 
avtomatsko vnesena vrednost 26 Å, lahko pa jo prilagodimo. Vnese se lahko tudi neobvezno datoteko 
z določenimi aminokislinskimi ostanki, ki sodelujejo v interakciji (angl. residue selection) (slika 3.4). 
Slika 3.4 prikazuje primer v spletni vmesnik vnesenih vhodnih podatkov.  
 
Slika 3.4: Vhodni podatki za modeliranje s programom DisVis. A – Tekstovna datoteka z omejitvami. B – 
Tekstovna datoteka z aminokislinskimi ostanki v interakciji. V zgornji vrstici so zapisani ostanki iz EpEX, v 
spodnji pa iz ADAM17. C – Spletni vmesnik programa s primerom izbranih vhodnih podatkov. 
 
HADDOCK58 (angl. High ambiguity driven protein-protein docking) je program za molekulsko 
umeščanje, ki lahko pri izgradnji modela strukture kompleksa upošteva več podatkov, pridobljenih v 
predhodnih biokemijskih, biofizikalnih in bioinformacijskih raziskavah. Namenjen je analizi interakcij 
med različnimi manjšimi molekulami in makromolekulami. Obsega sedem nekoliko različnih metod, 
vsaka od njih omogoča različno napredno umeščanje. Za potrebe diplomske naloge smo uporabljali 
enostavno različico (easy interface). Uporabniku omogoča določitev pasivnih in aktivnih 
aminokislinskih ostankov v interakciji. Program ustvari več gruč možnih modelov strukture 
kompleksov. Ocenjeni in razvrščeni so po verjetnosti, da predstavljajo realno strukturo. Kvaliteta 
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modelov je ocenjena z različnimi parametri, npr. z vrednostjo HADDOCK in vrednostjo z. Manjša 
vrednost HADDOCK pomeni večjo kvaliteto modela, enako velja tudi za vrednost z. 
S HADDOCK smo različne oblike ADAM17 prilegali na EpEX z zanko. Uporabili smo enake zapise 
struktur v formatu PDB kot za modeliranje z DisVis. Slika 3.5 prikazuje primer v spletni vmesnik 
vnesenih vhodnih podatkov. 
 
Slika 3.5: Vhodni podatki za modeliranje s programom HADDOCK. Prikazan je spletni vmesnik programa s 
primerom izbranih vhodnih podatkov. 
V tabeli 3.16 so navedeni podatki o dostopu do uporabljenih programov za molekulsko umeščanje. 
Tabela 3.16: Naslovi spletnih strani za dostop do uporabljenih programov za molekulsko umeščanje in 
datum dostopa. 
Program Internetni naslov Datum dostopa 
DisVis https://wenmr.science.uu.nl/disvis/ 30. 4. 2020 
HADDOCK https://haddock.science.uu.nl/ 30. 4. 2020 
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4 REZULTATI 
4.1 Analizirani proteinski konstrukti in potek dela 
Laboratorijsko delo je vključevalo pripravo novih zapisov za skrajšane oblike zunajcelične domene 
ADAM17. Bioinformacijsko raziskovalno delo je obsegalo modeliranje ustreznih proteinskih 
konstruktov in analizo njihove interakcije s substratom EpEX (zunajcelična domena EpCAM). Potek 
dela je shematsko predstavljen na sliki 4.1.  
 
Slika 4.1: Shematski prikaz poteka dela. Delo je obsegalo dva sklopa: molekulsko kloniranje (laboratorijsko 
delo) in bioinformacijsko analizo. 
 
Obravnavali smo štiri oblike proteina ADAM17, in sicer njegovo celotno zunajcelično domeno in tri 
skrajšane oblike CAT-DIS-MPD, CAT-DIS in CAT. Posamezna skrajšana oblika vsebuje na C-koncu 
po eno domeno manj. Vsi zreli proteinski konstrukti (brez signalnega peptida in prodomene) so 
shematsko prikazani na sliki 4.2. 
 
Slika 4.2: Obravnavane oblike ADAM17 – celotna zunajcelična domena in tri njene skrajšane oblike. 
Oblike se razlikujejo v prisotnosti domen: katalitične (CAT), disintegrinske (DIS), obmembranske (MPD) in 
regije CANDIS. 
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4.2 Molekulsko kloniranje 
4.2.1 Priprava novih zapisov 
Nove zapise za skrajšane oblike ADAM17-EX smo pripravili v enem krogu reakcije PCR (3.2.1.1 
Pomnoževanje novih zapisov z verižno reakcijo s polimerazo). Za matrico smo vzeli že obstoječ zapis 
za ADAM17-EX z melitinskim signalnim peptidom in prodomeno na plazmidu pFastBacDual-Furin-
mel-EX-TACE. Oznako His6 in regije, ki omogočajo homologno rekombinacijo pri SLiCE, smo vnesli 
z začetnimi oligonukleotidi. Shema priprave zapisov je predstavljena na sliki 4.3. 
 
Slika 4.3: Shema priprave zapisov za skrajšane oblike ADAM17. Prikazan je del izhodiščnega plazmida z 
zapisom za mel-EX-TACE. Obdajata ga regiji za homologno rekombinacijo s SLiCE (oznaka SLiCE). Za 
pripravo vseh treh zapisov smo uporabili isti smerni oligonukleotid, ki se v celoti prilega matrici na regiji 5'-
SLiCE. Vsi protismerni oligonukleotidi se prilegajo 3'-končni regiji posamezne končne domene, na previsnem 
delu pa vsebujejo zapisa za His6 (vijolično) in regijo 3'-SLiCE (sivo). Označene so še ostale domene: katalitična 
(CAT), disintegrinska (DIS), obmembranska (MPD) in regija CANDIS. 
 
Uspešnost reakcije smo preverili z AGE (3.2.1.2 Ločitev in analiza DNA z agarozno gelsko 
elektroforezo) in ugotovili, da so se zapisi uspešno pomnožili (slika 4.4). Pri vseh treh oblikah so bile 
lise na gelu dobro vidne in nahajale so se pri ustrezni velikosti. Fragmente smo izolirali iz gela. 
 
Slika 4.4: Analiza produktov PCR za pripravo zapisov z AGE. Uporabili smo kilobazno velikostno lestvico 
(st.). Pričakovane velikosti zapisov so 1499 bp za CAT, 1798 bp za CAT-DIS in 2006 bp za CAT-DIS-MPD.  
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4.2.2 Analiza uspešnosti reakcije SLiCE 
Pomnožene zapise smo v tarčni vektor vstavili z metodo SLiCE (3.2.1.4 Vstavljanje zapisov v vektor z 
metodo SLiCE), nato pa smo s produkti te reakcije transformirali bakterije in jih nanesli na trdno 
selekcijsko gojišče. Zraslo je malo kolonij in bile so večinoma majhne. Vse smo uporabili za 
preverjanje uspešnosti vstavitve vključka v vektor s PCR na osnovi kolonije (3.2.1.6 Preverjanje 
uspešnosti reakcije SLiCE s PCR na osnovi kolonije). Prisotnosti zapisa nismo potrdili v nobenem 
primeru (slika 4.5). Lise so na gelu dobro vidne le pri redkih vzorcih, še pri njih pa se nahajajo pri 
napačni velikosti. Poskus smo ponovili, vendar je bilo nato laboratorijsko delo prekinjeno, zato 
rezultatov nismo mogli analizirati. 
 
Slika 4.5: Analiza produktov PCR na osnovi kolonije z AGE po reakciji SLiCE. Reakcijo smo izvedli z 
molarnim razmerjem vključek : vektor 5 : 1 (levo) oz. 6 : 1 (desno). S številkami so označene potencialne 
kolonije, ki smo jih opazili pri posameznem konstruktu. S puščicami so označene pričakovane dolžine produkta 
za ustrezen konstrukt: CAT – oranžno (1537), CAT-DIS – modro (1834) in CAT-DIS-MPD – zeleno (2071). 
Uporabili smo kilobazno velikostno lestvico (st.). 
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4.3 Uporaba bioinformacijskih orodij 
4.3.1 Modeliranje struktur 
4.3.1.1 Izbor najboljšega modela strukture posamezne oblike ADAM17 
Struktura zunajcelične domene ADAM17 ni znana, zato smo želeli z bioinformacijskimi orodji 
izdelati njen model. S programi za modeliranje strukture proteinov I-TASSER, Robetta in 
GalaxyTBM smo skonstruirali modele strukture zunajcelične domene ADAM17 in treh njenih 
skrajšanih oblik (3.2.2.1 Modeliranje strukture proteinov). Tri različne programe smo uporabili, da 
smo rezultate med seboj primerjali in izbrali najboljše modele, tj. tiste, ki verjetno najbolje 
predstavljajo dejansko strukturo. Pri tem smo upoštevali oceno kvalitete modelov, ki jo za vsak model 
poda posamezen program, in znane eksperimentalne podatke o strukturi zunajcelične domene 
ADAM17. 
Na prvi stopnji izbiranja najboljših modelov smo za vsako od štirih oblik izbrali po enega iz vsakega 
programa. Vsi trije programi so za vse štiri oblike ustvarili po pet različnih modelov, le I-TASSER je 
za obliko CAT zgradil samo en model, za CAT-DIS-MPD pa štiri. Pri izbiranju smo najprej 
ovrednotili razlike v globalni orientaciji domen in zmodelirani strukturi posameznih domen. Modeli 
oblik CAT, CAT-DIS in CAT-DIS-MPD se v posameznem programu večinoma niso bistveno 
razlikovali, zato smo vedno izbrali tistega z najboljšo oceno kvalitete. Oceno je pri programu 
I-TASSER predstavljala vrednost c, pri programu Robetta pa vrednost GDT. Pri obeh programih smo 
izbrali model z višjo vrednostjo. Ker pri programu GalaxyTBM ocena kvalitete ni podana, smo izbrali 
model, označen kot prvi. Manjše razlike so se pojavile pri modelih CAT-DIS, ki jih je izračunal 
I-TASSER, saj so imeli različno orientacijo disintegrinske domene glede na poravnano katalitično 
domeno. Izbrali smo model, ki se je najbolje prilegal modelu, izbranemu za obliko CAT-DIS-MPD. 
Razlike so bile bolj očitne pri modelih ADAM17-EX, saj so se ti razlikovali predvsem na C-koncu. 
Tam se nahaja regija CANDIS, za katero je znano, da tvori α-vijačnico21. Noben model, izračunan s 
programom I-TASSER, ni na C-koncu predvidel take sekundarne strukture, pri GalaxyTBM pa so jo 
vsi. Program Robetta je α-vijačnico skonstruiral le pri četrtem najbolje ocenjenem modelu. Tabela 4.1 
prikazuje, kateri modeli so vsebovali α-vijačnico na C-koncu.  
Tabela 4.1: Modeli ADAM17-EX, pri katerih je regija CANDIS skonstruirana kot α-vijačnica. Modeli so 
označeni po padajoči kvaliteti, ocenjeni v posameznem programu, s številkami od 1 do 5. 
program 1 2 3 4 5 
I-TASSER      
Robetta    ✓  
GalaxyTBM ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
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Slika 4.6: Poravnava najboljših modelov struktur posameznih oblik ADAM17 iz treh uporabljenih 
programov za modeliranje. Za vsak konstrukt je prikazana poravnava struktur v treh orientacijah, kot je 
označeno pri konstruktu CAT. Modeli so pobarvani glede na računalniški program, s katerim so bili narejeni: 
I-TASSER temno rjavo, Robetta svetlo rjavo in GalaxyTBM zeleno. V vsakem glede na gornjega daljšem 
konstruktu je dodatna domena posebej označena – črno v modelih, narejenih s programom I-TASSER ali 
Robetta (I + R), in zeleno v modelih, narejenih z GalaxyTBM (GTBM). 
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Ker se regija CANDIS oblikuje v α-vijačnico, je njena prisotnost v modelu pri izboru predstavljala 
prioriteto. Med modeli iz GalaxyTBM smo tako izbrali najbolje ocenjenega, iz Robette tistega, ki je 
imel skonstruirano α-vijačnico, iz I-TASSER pa tistega, katerega C-končni del je bolj spominjal na 
vijačno strukturo. 
Na naslednji stopnji smo izbrane najboljše modele (tri za vsako obliko, po enega iz vsakega programa 
za modeliranje) primerjali med seboj (slika 4.6). Struktura katalitične domene je sicer že znana27 in vsi 
programi so jo uporabili kot matrico za modeliranje konstrukta CAT, kar se vidi v tem, da so vsi 
modeli ne glede na program skoraj identični. Kljub temu da je struktura že znana, smo jo vseeno 
zmodelirali, da smo dobili model, ki predstavlja povprečje vseh znanih struktur, in smo ga tako lažje 
primerjali z ostalimi oblikami. 
 
Slika 4.7: Najboljši modeli strukture oblik ADAM17. Prikazane so najboljše s programom Robetta 
zmodelirane strukture posameznih oblik zunajceličnega dela ADAM17. Označene so naslednje domene: 
katalitična (CAT), disintegrinska (DIS), obmembranska (MPD) in regija CANDIS. 
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Pri modelih strukture CAT-DIS, CAT-DIS-MPD in ADAM17-EX je opazen enak trend. Programa I-
TASSER in Robetta sta pri vseh oblikah predvidela skoraj identično strukturo, GalaxyTBM pa je 
modele struktur večdomenskih oblik skonstruiral tako, da so domene iztegnjene v prostoru. V tej 
orientaciji se bistveno razlikujejo od struktur iz drugih dveh programov (slika 4.6), sicer pa so domene 
kot samostojne enote tudi pri GalaxyTBM zmodelirane podobno kot pri ostalih programih. 
Zaradi podobnosti ADAM17 z ADAM10 in proteini SVMP, ki imajo zunajcelično domeno uvito v 
obliki črke c (ref. 22), se podobno predvideva tudi zanj. I-TASSER in Robetta sta predpostavko dobro 
upoštevala, GalaxyTBM pa ne, zato smo modele iz tega programa izločili iz izbora. 
Modeli strukture CAT, CAT-DIS in CAT-DIS-MPD se med drugima dvema programoma ne 
razlikujejo bistveno. Razlika je opazna samo pri modelih ADAM17-EX na C-koncu. Zaradi prisotnosti 
α-vijačnice smo ocenili, da je model, narejen s programom Robetta, ustreznejši in ga izbrali kot 
najboljši model strukture ADAM17-EX (slika 4.6). Za nadaljnjo analizo smo tudi za vse ostale oblike 
ADAM17 izbrali modele, ki smo jih pridobili s programom Robetta. Izbrani modeli struktur vseh 
štirih oblik ADAM17 so prikazani na sliki 4.7. 
4.3.1.2 Vpliv posameznih domen na strukturo celotne zunajcelične domene  
Vse štiri izbrane modele struktur različnih oblik ADAM17 smo primerjali med seboj. Zanimalo nas je, 
ali domene vplivajo na medsebojno orientacijo ali zvitje. Odsotnost določene domene bi lahko namreč 
pomenila sprostitev steričnega oviranja in drugačno fizikalno-kemijsko okolje ter posledično drugačno 
tridimenzionalno strukturo. Našteto ima lahko velik vpliv na aktivnost proteina. 
 
Slika 4.8: Poravnava najboljših modelov struktur skrajšanih oblik ADAM17 in celotne zunajcelične 
domene. Označene so naslednje domene: katalitična (CAT), disintegrinska (DIS), obmembranska (MPD) in 
regija CANDIS. 
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Poravnava modelov struktur skrajšanih oblik in modela celotne zunajcelične domene (slika 4.8) 
pokaže, da sta strukturi katalitične in disintegrinske domene v vseh modelih skoraj popolnoma 
identični, zelo podobno pa je v obeh ustreznih modelih zvita tudi obmembranska domena (MPD). 
Razporeditev domen v obliki črke c je vidna pri vseh dovolj dolgih oblikah proteina. Orientacija 
domen prav tako ne variira v odvisnosti od kombinacije prisotnih domen. Sodeč po modelih, 
zavzamejo domene v krajših konstruktih zavzamejo enako orientacijo, ne glede na to, ali je izražen 
celoten protein oz. njegova zunajcelična domena ali ne. 
4.3.1.3 Primerjava strukture ADAM17 in ADAM10 
Vsi trije programi za modeliranje so kot matrico uporabili tudi znano strukturo zunajcelične domene 
ADAM10, kar je pričakovano, saj je proteinu ADAM17 najbolj podoben prav ADAM10. Primerjali 
smo strukturo zunajceličnega dela ADAM10 in model strukture ADAM17-EX (slika 4.9). 
Zvitje in orientacija katalitične in disintegrinske domene ADAM10 in ADAM17 sta skoraj identična, 
nekoliko večje pa je razhajanje pri obmembranski domeni (MPD). C-končni del ADAM10 je nekoliko 
krajši, medtem ko je pri ADAM17 urejen v α-vijačnico. Regija CANDIS tako predstavlja unikatno 
strukturno značilnost ADAM17. 
 
Slika 4.9: Poravnava strukture zunajcelične domene ADAM10 in modela strukture zunajcelične domene 
ADAM17. ADAM10 je prikazan s svetlo rjavo barvo (PDB: 6BE6), ADAM17 pa je obarvan po domenah: 
katalitični (CAT), disintegrinski (DIS), obmembranski (MPD) in regiji CANDIS. 
 
4.3.1.4 Disulfidne vezi v obmembranski domeni ustrezajo zaprti obliki 
Obmembranska domena (MPD) ADAM17 lahko obstaja v dveh oblikah. Razlikujeta se v dveh 
disulfidnih vezeh, ki se med štirimi Cys lahko vzpostavita na dva načina. Odprta oblika vsebuje 
disulfidni vezi C600 – C630 in C635 – C641, zaprta pa C600 – C635 in C630 – C641 (ref. 31). 
Struktura zaprte oblike izolirane obmembranske domene ADAM17 je znana31, toda programi je pri 
modeliranju niso uporabili kot matrice. 
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Program Robetta v proteinu predvidi tudi disulfidne vezi. Modela strukture CAT-DIS-MPD in 
ADAM17-EX, ki zajemata tudi obmembransko domeno, imata na variabilnih mestih zmodelirane 
disulfidne vezi C600 – C635 in C630 – C641 (slika 4.10), kar ustreza zaprti obliki encima.  
Celotna struktura obmembranske domene je v obeh modelih tudi nasploh zelo podobna znani strukturi 
obravnavane domene v zaprti obliki. Nekoliko večje odstopanje je opazno le pri eni izmed zank na 
nefleksibilnem delu domene v modelu ADAM17-EX (slika 4.10B) 
 
Slika 4.10: Primerjava v modelih struktur vzpostavljenih disulfidnih vezi v obmembranski domeni (MPD) 
z znano strukturo domene v zaprti obliki. Osnova za vsako poravnavo je znana struktura izolirane 
obmembranske domene encima ADAM17 (svetlo rjavo; PDB: 2M2F). A – Poravnava obmembranske domene 
modela strukture CAT-DIS-MPD (oranžno). B – Poravnava obmembranske domene modela strukture 
ADAM17-EX (zeleno). Z rdečo puščico je označena zanka na modelu, ki precej odstopa od dejanske strukture. 
 
4.3.2 Molekulsko umeščanje 
4.3.2.1 Ovrednotenje interakcijskega prostora s programom DisVis 
Zanimala nas je interakcija med ADAM17 in substratom EpCAM oz. njegovo zunajcelično regijo 
EpEX. Cepitveno mesto na EpCAM se nahaja med aminokislinskima ostankoma D243 in P244 oz. 
P244 in G245. Predvideno interakcijsko mesto na ADAM17 se nahaja na katalitični domeni in obsega 
tri histidinske ostanke, ki vežejo Zn2+ in aktivni glutamatni ostanek E406. Substrat EpEX vsebuje tudi 
fleksibilno zanko, ki bi lahko vplivala na interakcijo z encimom.  
Najprej smo želeli ugotoviti, ali je interakcija z upoštevanjem vseh omejitev (slika 3.4) možna, kakšen 
je interakcijski prostor v odvisnosti od kombinacije prisotnih domen ADAM17 in ali je interakcija ob 
prisotnosti oz. odsotnosti fleksibilne zanke v domeni TY na EpEX različna. 
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Slika 4.11: Prikaz dostopnega interakcijskega prostora za posamezen konstrukt ADAM17 v interakciji z 
EpEX. Levi stolpec prikazuje prostor za interakcijo posamezne oblike ADAM17 z EpEX, ki vsebuje fleksibilno 
zanko TY, desni pa z EpEX brez zanke v domeni TY. 
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Program DisVis je za vse kombinacije našel modele prileganja, ki so skladni z vsemi dvanajstimi 
omejitvami. Interakcija med proteinoma preko aktivnega mesta na ADAM17 in cepitvenega mesta na 
EpCAM je torej možna in verjetna.  
Na sliki 4.11 je izrisan možen interakcijski prostor med določeno obliko ADAM17 in substratom 
EpEX z zanko in brez nje. Interakcijski prostor se glede na to, ali kot substrat pri prileganju uporabimo 
EpEX z zanko ali brez nje, razlikuje zanemarljivo malo. Zanka na interakcijo z ADAM17 torej ne 
vpliva bistveno, zato smo pri nadaljnjem delu uporabljali EpEX z zanko. 
Sodeč po modelih, je interakcijski prostor pri interakciji substrata s konstrukti CAT, CAT-DIS in 
CAT-DIS-MPD približno enak, zato lahko sklepamo, da na interakcijo disintegrinska in 
obmembranska domena (MPD) dodatno ne vplivata. Interakcijski prostor se nasprotno nekoliko 
zmanjša pri interakciji z ADAM17-EX, kar pomeni, da je za interakcijo v določeni meri pomembna 
regija CANDIS.  
4.3.2.2 Izdelava modelov strukture kompleksov 
S programom Haddock smo naredili modele strukture kompleksov različnih oblik ADAM17 in 
substrata EpEX. Za vsako kombinacijo oblike encima in liganda je program skonstruiral več gruč 
možnih modelov prileganja. V posamezni gruči se modeli kompleksov med seboj skoraj niso 
razlikovali, zato smo vedno obravnavali le prvi model iz gruče, saj je imel najvišje ocenjeno kvaliteto. 
V nekaterih primerih so si bili zelo podobni tudi najboljši modeli iz različnih gruč.  
Ustvarjene modele kompleksov smo primerjali med seboj (slika 4.12). Orientacija oblike CAT glede 
na EpCAM je v vseh izračunanih modelih skoraj identična. Pri ostalih kombinacijah je razhajanje med 
posameznimi modeli bolj očitno. Pri prilegani obliki CAT-DIS eden izmed modelov predlaga 
nasprotno orientacijo domen kot ostali. Pri modelih kompleksov z več domenami, CAT-DIS-MPD in 
ADAM17-EX, pa so razlike še večje, saj domene, ki so bližje C-koncu, zavzemajo različne orientacije 
okrog substrata. Tako se npr. regija CANDIS na modelih kompleksov z ADAM17-EX nahaja na 
nasprotnih straneh substrata EpEX.  
Kljub velikim razlikam pa se med nekaterimi modeli kompleksov kažejo tudi skupne lastnosti. 
Katalitična domena ADAM17 predstavlja v vseh modelih glavni stik s substratom. Disintegrinska 
domena je od substrata najbolj oddaljena in se nahaja ob strani katalitične domene, ki ni v stiku s 
substratom. Nasprotno se obmembranska domena (MPD) v vseh modelih nahaja blizu substrata. Tudi 
regija CANDIS se ne glede na orientacijo nahaja tik ob substratu, čeprav pri modeliranju bližina 
substratu ni bila vnesena kot pogoj. Tako tudi modeli kompleksov služijo kot dodaten namig, da regija 
CANDIS vpliva na vezavo substrata na ADAM17. 
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Slika 4.12: Poravnava več modelov struktur kompleksov EpEX s posameznimi oblikami ADAM17. Za 
vsak kompleks je prikazana poravnava struktur v treh orientacijah, kot je označeno pri konstruktu CAT-EpEX. 
Prikazana je površina EpEX, oblike ADAM17 pa so prikazane s trakovi in so ustrezno pobarvane po domenah: 
katalitična oranžno, disintegrinska modro, obmembranska (MPD) zeleno in regija CANDIS rdeče. V vsakem 
kompleksu z glede na gornjega daljšo obliko ADAM17 je pozicija dodatne domene v različnih modelih istega 
kompleksa označena s puščicami ustreznih barv. 
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4.3.2.3 Izbor najboljših modelov  
Pogoj za odcep ektodomene in RIP pri proteinu EpCAM je predhodna vezava na ADAM17. To 
pomeni, da sta oba proteina na začetku interakcije še vedno zasidrana v celični membrani in sta njuni 
C-končni domeni znotraj celic, C-končna dela njunih zunajceličnih domen pa tik ob plazmalemi in 
zelo blizu drug drugemu. Tega se moramo zavedati, ko preučujemo interakcije med proteinoma samo 
na podlagi njunih zunajceličnih domen, saj teoretični modeli načeloma lahko predvidevajo, da sta 
njuna N- in C-konca orientirana na nasprotnih straneh.  
Biološko relevantni so torej le modeli kompleksov, pri katerih sta si oba C-končna dela prostorsko 
gledano blizu oz. sta orientirana v isto smer. S to predpostavko smo izločili vse modele kompleksov, 
zgrajene s programom HADDOCK, ki pri orientaciji C-koncev obeh proteinov niso zadostili pogoju 
bližine (slika 4.13).  
 
Slika 4.13: Primer modela kompleksa ADAM17-EX – EpEX, ki in vivo ni možen. Shema prikazuje 
kompleks, kot bi se nahajal na površini celice. Upošteva, da regija CANDIS predstavlja C-končni del proteina in 
se neposredno nadaljuje skozi membrano v celico. V modelu je C-konec EpEX oddaljen od celične membrane in 
se ne more nadaljevati v transmembransko domeno EpCAM. Prikazana je površina EpEX in ADAM17-EX z 
označenimi domenami: katalitično (CAT), disintegrinsko (DIS), obmembransko (MPD) in regijo CANDIS. 
 
Kot najboljši model kompleksa posamezne oblike ADAM17 z EpEX smo izmed tistih, ki so ustrezali 
zgoraj opisanemu pogoju, določili tistega, ki je imel najboljšo oceno kvalitete. Kvaliteta je ocenjena z 
vrednostma HADDOCK in z, obe morata biti čim manjši. Vrednosti so se pri različnih modelih istega 
kompleksa precej razlikovale, vrednost HADDOCK se je namreč gibala med približno –150 in –30, 
vrednost z pa med –1,9 in 1,3. Izbrana modela kompleksov z oblikama CAT in CAT-DIS imata 
vrednost HADDOCK nižjo od –120 in negativno vrednost z ter sta od vseh izračunanih modelov 
najboljša. Izbrana modela kompleksov z oblikama CAT-DIS-MPD in ADAM17-EX pa imata vrednost 
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HADDOCK okrog –55 in pozitivno vrednost z ter nista modela z najnižjima vrednostma HADDOCK 
in z, vendar je pri njunem izboru predstavljala prioriteto njuna orientacija glede na membrano. Izbrani 
najboljši modeli so prikazani na sliki 4.14. 
 
Slika 4.14: Izbrani najboljši modeli struktur kompleksov EpEX z določeno obliko ADAM17. Kompleksi so 
prikazani v ustrezni orientaciji glede na celično membrano. Shematsko je prikazano nadaljevanje C-koncev 
EpEX in ADAM17-EX v transmembransko regijo. Prikazana je površina EpEX, oblike ADAM17 pa so 
prikazane s trakovi in z označenimi domenami: katalitično (CAT), disintegrinsko (DIS), obmembransko (MPD) 
in regijo CANDIS. 
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5 RAZPRAVA 
ADAM17 je transmembranska metaloproteza, ki na celični površini omogoča odcep ektodomene 
mnogih drugih transmembranskih substratov. Njegova zrela zunajcelična domena je sestavljena iz 
štirih domen – katalitične, disintegrinske, obmembranske (MPD) in regije CANDIS (slika 1.4). 
Strukturne značilnosti posameznih domen so pomembne za regulacijo njegove aktivnosti. 
Namen diplomske naloge je bil pripraviti skrajšane oblike zunajcelične domene proteina ADAM17 in 
jih uporabiti za analizo interakcije encima s substratom EpCAM. Zapise za te konstrukte smo 
pomnožili (slika 4.4), njihovo vstavljanje v plazmid z metodo SLiCE pa ni uspelo (slika 4.5). Mogoče 
je razlog za neuspeh zelo kratka regija za homologno rekombinacijo na 3'-koncih zapisov, dolga je 
namreč 20 oz. 22 bp, kar je blizu spodnji meji za uspešen potek reakcije. Homologno zaporedje mora 
biti namreč dolgo 15–52 bp43. Poleg tega je bilo uporabljeno molarno razmerje vključek : vektor 
morda neustrezno (5 : 1 oz. 6 : 1), včasih je namreč potrebno še višje (do 10 : 1)43. Izključena ni niti 
možnost naključnih napak med izvajanjem eksperimenta. 
Delo je bilo med izvajanjem nadaljnjih metod molekulskega kloniranja zaradi epidemije prekinjeno, 
zato smo modele strukture zunajcelične domene ADAM17 in treh njenih skrajšanih oblik ustvarili z 
računalniškim modeliranjem. Narejene modele smo prilegali na substrat EpEX in ustvarili modele 
kompleksov ter jih analizirali s strukturnega vidika.  
Znani sta strukturi katalitične domene in samostojne obmembranske domene (MPD) ADAM17, ni pa 
znana struktura celotne zunajcelične domene, zato smo v sklopu diplomske naloge naredili modele 
njene celotne strukture in modele strukture skrajšanih oblik. Za modeliranje smo uporabili tri 
programe, in sicer I-TASSER, Robetto in GalaxyTBM. Po analizi vseh ustvarjenih modelov smo za 
vsako obliko izbrali najboljšega (slika 4.7). Ustvarjeni modeli se niso bistveno razlikovali, 
pomembnejša razlika je bila le pri strukturi skrajnega C-konca oblike ADAM17-EX. Tam se nahaja 
regija CANDIS, ki je med proteini ADAM značilna samo za ADAM17, zato niso imeli programi za 
modeliranje zanjo na voljo nobene matrice. Njeno modeliranje je tako potekalo ab initio, zaradi 
različnih algoritmov v posameznih programih pa so se rezultati med seboj razlikovali. Pokazano je 
bilo, da je večina regije CANDIS urejena v α-vijačnico35. Tako sekundarno strukturo so predvideli tudi 
vsi modeli, ustvarjeni z GalaxyTBM, in en, narejen s programom Robetta (slika 4.6). Posamezne 
domene v modelih, narejenih z GalaxyTBM, so bile kot samostojno gledane enote zmodelirane 
podobno kot pri ostalih dveh programih, strukture kot celote pa so bile iztegnjene v prostoru (slika 
4.6). Taka oblika ni ustrezna, saj imajo proteini ADAM po analogiji s sorodnimi proteini SVMP 
značilno modularno zgradbo v obliki črke c (ref. 22). Omenjeno orientacijo domen sta predvidela tako 
I-TASSER kot Robetta. Poleg tega ima tako zgradbo tudi ADAM10, katerega aminokislinsko 
zaporedje je zelo podobno aminokislinskemu zaporedju ADAM17, kar smo kasneje tudi pokazali s 
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poravnavo strukture ADAM10 in izbranega modela ADAM17-EX (slika 4.9). Modeli, pridobljeni z 
GalaxyTBM, so bili najverjetneje neustrezni, ker program najprej posebej določi strukturo zanesljivih 
regij oz. posameznih domen, zanke in končne regije pa modelira ab inito53. Domene so bile tako 
izračunane konsistentno, strukturno manj definirane povezave med njimi pa ne. Po analizi smo kot 
najboljše modele struktur vseh štirih oblik izbrali modele, narejene s programom Robetta (slika 4.7).  
Izbrani modeli se ne glede na dolžino konstrukta niso razlikovali v samem zvitju in postavitvi 
posameznih domen. Predvidene domene so v modelih torej dejansko samostojne enote zvitja in 
zavzamejo določeno lego glede na katalitično domeno, pri čemer lega ni odvisna od vpliva ostalih 
domen. Zvitje in orientacija disintegrinske domene npr. nista odvisna od prisotnosti obmembranske 
domene (MPD) in regije CANDIS, zvitje in orientacija obmembranske domene pa ne od regije 
CANDIS (slika 4.8). Konformacijska fleksibilnost domen v modelih torej ni predvidena. 
Obmembranska domena ADAM17 lahko obstaja v dveh oblikah, odprti, bolj fleksibilni, in zaprti, 
rigidni (slika 1.6). V odprti obliki se zaradi fleksibilnosti lahko veže na plazmalemo. Predpostavljeno 
je bilo, da posledično pomakne celotno zunajcelično regijo bliže membrani, da lažje poteče odcep 
ektodomene substrata (slika 1.7)33,34,36. Premik je potreben, saj imajo substrati cepitvena mesta zelo 
blizu membrane. Rigidnost modelov ADAM17 torej ni v skladu s principom njegove aktivnosti, saj je 
zanjo potrebna fleksibilnost obmembranske domene. Razlog, da so modeli takšni, sicer ni nujno v tem, 
da bi bile dejanske strukture rigidne, temveč je lahko posledica dejstva, da so bili vsi modeli zgrajeni 
na podlagi istih matric, pri čemer nista bila upoštevana različno fizikalno-kemijsko okolje in odsotnost 
določenih domen. Za pravilno zvitje je namreč pomembna prisotnost vseh domen, vključujoč 
prodomeno, saj ta deluje tudi kot šaperon24.  
Razlikovanje med zaprto in odprto obliko obmembranske domene (MPD) ter posledično med aktivno 
in neaktivno obliko je smiselno samo pri konstruktih CAT-DIS-MPD in ADAM17-EX, saj le ta dva 
konstrukta domeno vsebujeta. Ker je odprta oblika domene na enem delu bolj fleksibilna, bi 
pričakovali, da bodo programi pri različnih modelih določili različne strukture domene, pričakovali bi 
torej določeno mero fleksibilnosti. Dejansko pa so vsi modeli, tudi izbrana najboljša modela oblik 
CAT-DIS-MPD in ADAM17-EX, predvideli podobno zvitje celotne domene in disulfidne vezi 
vzpostavljene tako, da ustrezajo zaprti konformaciji encima (slika 4.10). Struktura ADAM17 je bila v 
modelih izračunana predvsem na podlagi homologije z ADAM10 (slika 4.9), zato je podobnost njunih 
struktur logična. Enako velja tudi lokalno, za obmembransko domeno (slika 1.6B). Vzpostavljene 
disulfidne vezi v obmembranskih domenah obeh proteinov so podobne, prav tako je podobno tudi 
njuno zvitje. Struktura ADAM10, ki je bila uporabljena za matrico, predstavlja neaktivno obliko 
ADAM10 (ref. 20).  
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Na podlagi zgornjih ugotovitev sklepamo, da predstavljajo narejeni modeli zaprto in zato neaktivno 
obliko ADAM17. Spoznanje velja vsaj za konstrukta CAT-DIS-MPD in ADAM17-EX. Za krajša 
konstrukta predpostavljamo, da sta vedno aktivna, neodvisno od omenjenih omejitev.  
Na splošno se lahko zgodi, da se substrat veže na encim, čeprav je encim v neaktivni obliki. V tem 
primeru je za aktivacijo potreben nek signal, ki ponavadi povzroči konformacijske spremembe na 
encimu ali substratu in s tem sproži katalizo. Zanimalo nas je, ali je interakcija med ADAM17 in 
njegovim substratom možna tudi, ko je ADAM17 v neaktivni obliki. Za molekulsko umeščanje smo 
imeli namreč na voljo le modele skrajšanih oblik ADAM17 v zaprti, neaktivni konformaciji. 
Ugotovljeno je sicer že bilo, da se substrat IL-6R ne veže na zaprto obliko ADAM17 (ref. 21), vendar 
spoznanje mogoče velja samo za ta substrat ali pa je bila interakcija tako šibka, da ni bila zaznana. 
Poleg tega je bila v eksperimentu uporabljena oblika ADAM17 z mutiranim aktivnim mestom (v 
aktivni obliki je bil sicer še vedno sposoben vezati substrat). Zaradi naštetih razlogov smo vseeno 
analizirali interakcijo med skrajšanimi oblikami neaktivnega ADAM17 in substratom EpEX. 
S programom DisVis smo pokazali, da je interakcija ob upoštevanju vseh vnesenih omejitev, ki jih 
predstavljajo razdalje med aminokislinskimi ostanki v katalitičnem mestu na ADAM17 in cepitvenem 
mestu na EpEX, možna. Z modeli prileganja EpEX s CAT-DIS-MPD in z ADAM17-EX smo torej 
pokazali tudi, da EpEX lahko interagira z ADAM17, tudi ko je drugi v zaprti, neaktivni obliki (slika 
4.11). 
Ker vsebuje EpEX fleksibilno zanko, smo s programom DisVis ovrednotili tudi njen vpliv na vezavo 
in ugotovili, da nima večjega vpliva (slika 4.11). Ugotovitev je smiselna, saj se zanka ne nahaja v 
neposredni bližini cepitvenega mesta (slika 5.1).  
 
Slika 5.1: Položaj cepitvenega mesta na ADAM17 in fleksibilne zanke na EpEX. Cepitveno mesto je 
označeno z oranžno barvo, fleksibilna zanka pa z rumeno.  
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Prikazan interakcijski prostor med ADAM17 in EpCAM se ne bistveno spremeni, če se v strukturi 
ADAM17 poleg katalitične domene nahajata tudi disintegrinska domena in obmembranska domena 
(MPD) (slika 4.11). Domeni torej verjetno neposredno ne sodelujeta pri vezavi EpEX na ADAM17. 
Interakcijski prostor je bolj omejen ob prisotnosti regije CANDIS, kar kaže na to, da regija v določeni 
meri vpliva na vezavo.  
S programom HADDOCK smo ustvarili modele struktur kompleksov substrata EpEX in vseh štirih 
oblik ADAM17. Izmed možnih modelov, ki jih izračuna program, smo za vsako kombinacijo izbrali 
najboljšega (slika 4.14), pri čemer smo vnaprej izločili modele, pri katerih sta bila C-konca nasprotno 
orientirana (slika 4.13). Tak položaj fiziološko ni mogoč, saj sta oba proteina transmembranska in 
morata biti njuna C-konca blizu membrane ter blizu eden drugemu. Pri izbiri smo upoštevali še 
kvaliteto modela, ocenjeno s samim programom.  
Disintegrinska domena je najbolj oddaljena od substrata in zato direktno ne sodeluje v interakciji z 
njim22. Njena pozicija določa konformacijo ADAM17 v obliki črke c, ki omogoči katalitični domeni in 
regiji CANDIS, ki sicer predstavljata skrajna konca polipeptidne verige, da se nahajata blizu ena drugi 
in blizu substratu ter tako sodelujeta pri njegovi vezavi (slika 4.14). Da se katalitična domena veže na 
substrat, je samoumevno. Dokazano pa je tudi, da se CANDIS v aktivnem ADAM17 veže na nekatere 
substrate, ki spadajo med transmembranske proteine tipa 1 (ref. 21). Predstavnik te družine je tudi 
EpCAM, zato bi bilo zanimivo raziskati, ali EpCAM interagira z ADAM17 v odprti obliki tudi prek 
regije CANDIS in kako pomembna je takšna interakcija za potek cepitve. Tudi v izdelanih modelih, ki 
predstavljajo neaktivno obliko, se regija CANDIS nahaja v neposredni bližini substrata, kar dokazuje 
njeno pomembno vlogo pri vezavi substrata in regulaciji aktivnosti ADAM17.  
Doslej predlagan način regulacije predvideva, da se v odprti, aktivni obliki tako obmembranska 
domena (MPD) kot regija CANDIS ob ustreznem signalu vežeta na plazmalemo, kar omogoča 
spremembo konformacije celotne zunajcelične domene, ki katalitično mesto skupaj z aktivnim mestom 
pomakne dovolj blizu membrani in cepitvenemu mestu na bližnjem substratu, da lahko poteče 
kataliza. V zaprto, neaktivno obliko pa ADAM17 pretvori PDI. Predpostavljeno je, da naj bi bil encim 
v zaprti obliki neaktiven zato, ker sta obmembranska domena in regija CANDIS »zaklenjeni« v 
konformaciji, ki ne omogoča opisane konformacijske spremembe, tj. premika aktivnega mesta na 
katalitični domeni bliže membrani36.  
Za potrebe diplomske naloge narejeni modeli kažejo, da lahko na neaktivnost zaprte oblike ADAM17 
regija CANDIS vpliva tudi drugače. Pri modelu kompleksa ADAM17-EX – EpEX je regija CANDIS 
namreč obdana z EpEX in katalitično domeno ter se nahaja neposredno pod interakcijskim prostorom, 
torej v bližini cepitvenega mesta na EpEX in aktivnega mesta na ADAM17 (slika 5.2). Takšna 
pozicija bi lahko predstavljala sterično oviro pri interakciji med substratom in ADAM17 ter 
posledično zmanjšala aktivnost encima. 
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Slika 5.2: Pozicija regije CANDIS v bližini interakcijskega prostora med ADAM17 in EpCAM. 
Zunajcelični domeni sta prikazani v ustrezni orientaciji glede na membrano. Desno je približano prikazana 
interakcija med katalitičnim mestom na ADAM17 in cepitvenim mestom na EpCAM. Označene so domene 
ADAM17: katalitična (CAT), disintegrinska (DIS), obmembranska (MPD) in regija CANDIS. 
 
Če bi bil razlog za neaktivnost zaprte oblike zgolj v tem, da se ADAM17 ne more vezati na membrano 
preko obmembranske domene (MPD) in regije CANDIS ter zato katalitične domene ne more približati 
cepitvenemu mestu, pri modelih kompleksov EpEX s posameznimi oblikami ADAM17 ne bi 
pričakovali razlike v razdalji med cepitvenim mestom na EpEX in katalitičnim mestom na ADAM17. 
V modelih interakcija s celično membrano namreč ni upoštevana kot dejavnik. Izkaže se, da je razdalja 
med katalitičnim in cepitvenim mestom v kompleksu EpEX z modelom ADAM17-EX znatno večja 
kot pri ostalih treh kompleksih (tabela 5.1).  
Tabela 5.1: Razdalja med katalitičnim mestom ADAM17 in cepitvenim mestom EpEX v modelih 
kompleksov. Vrednost predstavlja razdaljo med kisikovim atomom na katalitičnem Glu na ADAM17 in 
dušikovim atomom kot delom Pro na polipeptidni verigi EpEX, ki tvori vezi, ki se lahko cepita. 
Oblika v kompleksu z EpEX Razdalja [Å] 
CAT 12,34 
CAT-DIS 12,80 
CAT-DIS-MPD 12,97 
ADAM17-EX 17,68 
 
Strukturno razliko med oblikama ADAM17 v kompleksih ADAM17-EX – EpEX in CAT-DIS-MPD – 
EpEX predstavlja izključno regija CANDIS, vseeno pa ni zanemarljiva razlika v razdalji med aktivnim 
in cepitvenim mestom. Sklepamo lahko, da regija CANDIS res predstavlja strukturni element, ki v 
zaprti obliki substratu oteži dostop do aktivnega mesta. Mogoče je torej, da je kataliza v zaprti obliki 
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onemogočena tudi zato, ker je regija CANDIS postavljena tako, da katalitičnemu mestu na ADAM17 
ovira dostop do cepitvenega mesta na substratu EpEX (slika 5.3), in ne le zato, ker nezmožnost vezave 
obmembranske domene (MPD) in regije CANDIS na membrano posredno ne omogoča približanja 
katalitičnega mesta cepitvenemu.  
 
Slika 5.3: Na podlagi modelov predlagana strukturna razlaga neaktivnosti zaprte oblike ADAM17. PDI 
pretvori ADAM17 iz odprte, aktivne oblike (levo) v zaprto, neaktivno obliko. Tako se regija CANDIS postavi 
med ADAM17 in EpEX ter prepreči katalizo. Domene ADAM17 so prikazane obarvano: katalitična oranžno, 
disintegrinska modro, obmembranska (MPD) zeleno in regija CANDIS rdeče. 
 
Do sedaj je znano le, da PDI pretvori ADAM17 v zaprto obliko in ga s tem inaktivira. Ne obstajajo pa 
neposredni dokazi, da ponovna aktivacija z vnovično preureditvijo obmembranske domene (MPD) v 
odprto obliko ni mogoča, zato bi bilo v prihodnje koristno ovrednotiti tudi obstoj tega procesa. 
Obmembranska domena (MDP) in regija CANDIS predstavljata pomemben regulatorni element. To 
dokazujejo dosedanji eksperimentalni podatki in naša bioinformacijska analiza. Pri regulaciji deluje 
obmembranska domena kot stikalo med odprto, aktivno, in zaprto, neaktivno obliko, vendar ne sama 
neposredno, temveč s posledično spremembo konformacije regije CANDIS, ki vpliva na aktivnost 
encima.  
ADAM17 je transmembranski encim, v regulacijo katerega je vključena tudi celična membrana. 
Raziskave in vitro ali bioinformacijske analize, ki vključujejo le njegovo zunajcelično domeno, nudijo 
dobrodošlo pomoč, ne pa tudi popolnega vpogleda v proces regulacije. Modeli struktur proteinov ali 
proteinskih kompleksov predstavljajo pomembne iztočnice za raziskovanje lastnosti proteinov in 
interakcij med njimi. Informacije, pridobljene z diplomsko nalogo, bodo tako koristne za boljše 
razumevanje regulacije aktivnosti ADAM17, saj predstavljajo osnovo za pripravo in izvedbo 
laboratorijskih eksperimentov. 
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6 ZAKLJUČEK 
Med izdelovanjem diplomske naloge nam je uspelo pripraviti zapise za tri skrajšane oblike encima 
ADAM17, ni pa nam jih uspelo vstaviti v ustrezen plazmid za izražanje v insektnih celicah. Ustvarili 
smo modele strukture skrajšanih oblik in celotne zunajcelične domene ADAM17 v zaprti, neaktivni 
obliki ter nanje prileganega substrata EpEX. Ugotovili smo, da fleksibilna zanka na EpEX ne vpliva 
na njegovo vezavo na ADAM17, ima pa pri interakciji pomembno vlogo regija CANDIS na C-koncu 
ADAM17. 
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